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RESUMO 
 
A espécie Croton grewioides Baill., popularmente conhecida como “canelinha” 
ou “canelinha-de-cheiro”, tem sido utilizada para o tratamento da gripe, no 
combate à tosse, febre e cefaléia, porém o estudo de sua composição 
fitoquímica é limitado. Um método por cromatografia líquida para diferenciação 
dos extratos (hidroalcoólico, aquoso e metanólico) de folhas de quatro acessos 
de C. grewioides a partir de duas coletas (inverno e verão) foi desenvolvido. 
Alguns constituintes químicos do extrato aquoso do acesso 107 (coleta de 
verão) foram isolados por CLAE semipreparativa, além da avaliação das 
atividades antitumoral in vitro frente as linhagens de células HepG2 (carcinoma 
hepatocelular humano) e HL-60 (leucemia humana) e anticolinesterásica dos 
extratos e das partições do extrato metanólico. Assim, foram obtidos pela 
primeira vez os cromatogramas fingerprint de todos os extratos, os quais 
puderam ser comparados com o auxílio de ferramentas quimiométricas. Os 
resultados mostraram que apenas o perfil químico dos extratos metanólicos 
dos acessos 101 e 113 foram influenciados pela sazonalidade. As estruturas de 
três metabólitos isolados foram identificadas por RMN 1H e 13C (uni e 
bidimensionais), sendo eles a quercetina - 3 - O - [ α- ramnopiranosil- (1-2) - α- 
ramnopiranosil- (1-6) – β -glicopiranosídeo], quercetina-3-O-glicosídeo e 
quercetina-3-O-metil. Quatro partições hexânicas foram consideradas ativas 
frente a célula HL-60, exibindo valores de 83,75; 84,43; 84,66 e 92,93% de 
inibição.  
 
Palavras-chave: Croton grewioides Baill.. Cromatogramas fingerprint. 
Flavonoides. Atividade antitumoral. Atividade anticolinesterásica. 
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ABSTRACT  
 
The species Croton grewioides Baill., popularly known as "canelinha" or 
"canelinha-de-odor", has been used for the treatment of influenza, cough, fever 
and headache, however the study of its phytochemical composition is limited. A 
method by liquid chromatography for the differentiation of leaf extracts 
(hydroalcoholic, aqueous and methanolic) of four accessions of C. grewioides 
from two collections (winter and summer) has been developed. Some chemical 
constituents from aqueous extract of accession 107 (summer collection) were 
isolated by semi-preparative LC, in addition to the evaluation of in vitro activities 
against the tumor cell lines HepG2 (human hepatocellular carcinoma) and HL-
60 (human leukemia) and anticholinesterase of the extracts and the partitions 
from methanolic extract.Thus, the fingerprint chromatograms of all extracts were 
obtained for the first time, which could be compared with the aid of chemometric 
tools. The results showed that only the chemical profile of the methanolic 
extracts of accessions 101 and 113 were influenced by the seasonality. The 
structures of three isolated metabolites were identified by 1H and 13C NMR (uni 
and bidimensional), namely: quercetin-3-O- [α-Rhamnopyranosyl- (1-2) -α- 
Rhamnopyranosyl- (1-6) -β-glucopyranoside], quercetin-3-O-glucoside and 
quercetin-3-O-methyl. Four hexanic partitions were considered active against 
the HL-60 cell, exhibiting inhibition values of 83.75; 84.43; 84.66 and 92.93%.  
 
Keywords: Croton grewioides Baill.. Fingerprint chromatograms. Flavonoids. 
Antitumoral activity. Anticholinesterasic activity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 Plantas Medicinais e Constituintes Químicos 
 
A base da medicina tradicional resulta do proveito dos recursos naturais 
pela humanidade ao longo do tempo para suas necessidades básicas, como a 
produção de alimentos, abrigos, vestuários, meios de transporte, 
medicamentos, entre outros [1, 2]. 
A partir do conhecimento e da utilização de plantas medicinais na 
medicina popular, muitos fitoterápicos estão sendo desenvolvidos, devido a 
grande presença de moléculas bioativas, as quais têm grande importância na 
produção de novos produtos farmacêuticos. Cerca de 25% dos medicamentos 
utilizados nos países desenvolvidos são produzidos direta ou indiretamente a 
partir de plantas [3].  
Nos países em desenvolvimento, devido às limitações dos serviços de 
saúde, as plantas medicinais representam a única opção de tratamento 
acessível, uma vez que nestes países cerca de 65-80% da população depende 
exclusivamente de produtos naturais para cuidados básicos de saúde sendo, 
por exemplo, 80% da população na África, 71% no Chile e 40% na Colômbia 
[4].  
A partir da segunda metade do século XX, a necessidade da população 
por novos fármacos provocou um notável crescimento de estudos sobre a 
química e farmacologia de plantas medicinais, o qual ocasionou aumento da 
preocupação com a degradação ambiental e a necessidade de garantir o uso 
sustentável dos recursos naturais [5].  
O Brasil possui uma enorme e rica diversidade étnica e cultural. Além 
disso, por ser o país com maior variedade biológica do mundo, tem o potencial 
necessário para o desenvolvimento de pesquisas com resultados terapêuticos 
favoráveis e um conhecimento empírico relevante associado ao uso de plantas 
medicinais [6]. O conhecimento popular sobre o uso de plantas medicinais e 
seus derivados que tem valor regional se encontra em mercados ao ar livre, 
2 
 
 
 
 
 
farmácias e em lojas de produtos naturais, os quais são muitas vezes a 
principal forma de acesso da população urbana a estes fitoterápicos [7].   
Os efeitos de plantas medicinais podem ou não ser altamente eficazes 
para fins terapêuticos, pois há falta do conhecimento do seu valor científico 
pela população em geral. Isso porque as plantas contêm misturas de 
substâncias químicas que podem agir individualmente de forma a melhorar a 
saúde. Uma única planta pode, por exemplo, conter compostos fenólicos que 
podem atuar como antioxidantes, antibacterianos e antifúngicos (antibióticos 
naturais) e alcalóides que melhoram o humor e propiciam uma sensação de 
bem-estar [1].  
A caatinga é um bioma típico do nordeste brasileiro, fonte de muitos 
recursos naturais e com grande diversidade cultural e biológica, pouco 
estudado. Muitas espécies de plantas dessa região são utilizadas para a 
produção de produtos fitoterápicos, ocasionando uma grande necessidade de 
estudar a biodiversidade desse bioma, além de desenvolver estratégias de 
conservação e uso sustentável [5]. Alguns metabólitos secundários presentes 
nas plantas podem não ser obrigatoriamente um constituinte comumente 
encontrado quando elas estão saudáveis. A explicação para este fato é que 
estes compostos, denominados fitoalexinas, tenham sido sintetizados como 
parte do sistema de defesa da planta em resposta ao ataque de bactérias e 
fungos [1].  
No Brasil, após uma avaliação científica da ação terapêutica e 
propriedades toxicológicas, as plantas medicinais e seus derivados podem ser 
empregados pela população em suas necessidades básicas de saúde. Os 
órgãos responsáveis pela investigação na produção de novos fármacos têm a 
responsabilidade de garantir o uso seguro de drogas naturais e seus derivados. 
O processo de cultivo, informações como aspectos de sazonalidade, 
características do clima (índice pluviométrico, temperatura), altitude e solo 
devem ser consideradas com o objetivo de evitar variações e perda do efeito 
terapêutico, pois os constituintes químicos presentes nas plantas sofrem 
influência direta destes fatores externos, alterando a taxa de produção dos 
metabólitos secundários [3, 8]. 
Um dos fatores de maior importância é o período em que a planta é 
coletada, pois é observado variações sazonais no conteúdo de praticamente 
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todas as classes de metabólitos secundários, como terpenoides, lactonas 
sesquiterpênicas, ácidos fenólicos, flavonoides, cumarinas, saponinas, 
alcaloides, taninos, entre outros, além de variações no conteúdo de óleo 
essencial extraído [8].  
Assim, estudos de melhoramentos genéticos devem ser desenvolvidos e 
aplicados em plantas medicinais a fim de obter materiais uniformes e de alta 
qualidade. Várias etapas são incluídas para o controle de qualidade e 
padronização de fitoterápicos, no entanto, a procedência e a qualidade da 
matéria-prima têm um papel primordial na obtenção de produtos de 
composição estável e propriedades terapêuticas reprodutíveis [8].   
Novos medicamentos, como agentes terapêuticos para o tratamento do 
câncer, bactérias e vírus resistentes e transtornos imunossupressores estão 
sendo desenvolvidos a partir de produtos naturais. As propriedades 
etnofarmacológica, quimiossistemática e ecológica podem ser investigadas 
tendo como base a composição química das plantas e de outros organismos 
vivos. Porém, muitas dessas fontes permanecem em grande parte 
desconhecidas [9].  
Para investigação desses novos medicamentos obtidos a partir de 
plantas medicinais está sendo bastante utilizada a técnica de fingerprint 
cromatógrafico, uma ferramenta para o controle de qualidade de muitos 
fitoterápicos comercializados atualmente [10, 11].  
 
 
1.2 Perfil Cromatográfico 
 
O fingerprint cromatográfico (impressão digital cromatográfica) de uma 
planta caracteriza o perfil metabólito que representa a complexidade química 
de uma amostra vegetal, podendo ser obtida também por técnicas 
espectroscópicas e eletroforéticas [10]. A metodologia baseia-se na obtenção 
do cromatograma, sem ter a necessidade de identificar ou quantificar cada 
composto presente [12].   
Este perfil cromatográfico pode ser utilizado para definir um padrão de 
extratos de ervas medicinais que contenham determinados tipos de 
constituintes químicos e que apresentam certos tipos de atividades 
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farmacológicas [13]. Desta forma ele descreve a complexidade química de 
amostras de plantas pela separação cromatográfica de vários constituintes em 
extratos padronizados, que contêm marcadores químicos relacionados às 
propriedades farmacológicas atribuídas para as espécies. Além disso, ele 
também avalia a variabilidade química em extratos de plantas medicinais [11], 
sendo, inclusive, aprovado o seu uso pela Organização Mundial de Saúde 
como um método para o controle de qualidade de medicamentos à base de 
plantas [10, 14].  
Considerando que os medicamentos à base de plantas medicinais 
apresentam matrizes complexas, o fingerprint cromatográfico é amplamente 
utilizado na identificação, autenticação, caracterização e classificação desses 
medicamentos. Assim sendo, se torna um método promissor na análise 
qualitativa e quantitativa de produtos naturais complexos, os quais fornecem 
um perfil detalhado dos componentes com ação biológica e farmacêutica na 
planta [12, 15].   
Um fitoterápico pode apresentar variações nas concentrações de seus 
constituintes químicos de um lote para outro. Isso acontece devido a vários 
fatores, como por exemplo: as diferenças nas espécies botânicas, os 
quimiotipos usados e a parte anatômica da planta utilizada (semente, flor, raiz, 
folha etc). Além disso, deve-se levar em consideração as condições de 
armazenamento, irradiação solar, umidade, tipo de solo, tempo de colheita que 
o material vegetal está sendo submetido. Isso pode acarretar em diferenças 
significativas nas atividades farmacológicas que cada lote pode apresentar [14].  
Para garantir as propriedades químicas do fitoterápico é necessário o 
desenvolvimento de técnicas analíticas que assegurem a autenticidade da 
matéria prima vegetal, tendo em vista o crescente uso de ervas medicinais pela 
população. Neste caso, a cromatografia líquida é uma das técnicas mais 
utilizadas para este propósito [14]. 
No entanto, o uso desta técnica isoladamente torna-se limitada para 
avaliar as informações sobre as amostras. Assim, têm sido propostas 
ferramentas quimiométricas adequadas para auxiliar na extração de um 
máximo de informações úteis dos cromatogramas fingerprints. Além disso, elas 
também podem ajudar a resolver alguns inconvenientes que podem surgir em 
uma análise cromatográfica, como a baixa relação sinal/ruído, picos 
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assimétricos e variação no tempo de retenção, além da complexidade das 
amostras, o que pode tornar sua análise por técnicas convencionais muito 
difícil e demorada [15]. 
 
 
1.3 Análise Quimiométrica 
 
Na química aplicada, o uso da quimiometria foi disseminado e 
reconhecido desde 1960 [16]. A Sociedade International de Quimiometria (SIQ) 
define quimiometria como sendo a ciência que relaciona medidas feitas em um 
sistema químico pela utilização de métodos matemáticos ou estatísticos, sendo 
a Análise de Componentes Principais (PCA, do inglês, Principal Component 
Analysis) um dos principais métodos estatísticos, devido a redução da 
dimensionalidade dos dados [17-19]. 
Com o avanço da tecnologia computacional, a quimiometria tornou-se 
uma ferramenta líder entre as comunidades científicas com resultados de 
análise mais rápidos. Assim, como um ramo da química analítica, é a melhor 
maneira de maximizar a qualidade da informação acessível a partir das 
amostras, além de contribuir para o desenvolvimento de métodos analíticos 
mais ecológicos [18, 20].  
Dentre as diferentes metodologias relacionadas a quimiometria é 
possível citar: design de experimentos, que define as melhores condições 
operacionais; pré-tratamento de dados, que envolve dados condicionado para 
análise adequada, e análise de dados multivariada, que compreende 
metodologias qualitativas e quantitativas. Os principais objetivos da análise 
qualitativa são detectar grupos de objetos que tenham características 
semelhantes, visualizar e caracterizar tendências ocultas entre grupos e, 
finalmente, atribuir novas amostras a um grupo conhecido [20]. 
Os métodos de análise multivariada de dados podem ser classificados 
em supervisionados ou não supervisionados. Os métodos não supervisionados 
têm por objetivo identificar agrupamentos entre amostras sem qualquer 
conhecimento prévio sobre a natureza dessas amostras. Em contraste, os 
métodos supervisionados exigem o conhecimento inicial sobre a natureza 
dessas amostras para a formação de classes entre elas. Entre os métodos não 
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supervisionados destaca-se a Análise de Componentes Principais (PCA) e a 
Análise de Agrupamentos Hierárquicos (HCA, do inglês, Hierarchical Clustering 
Analysis). Entre os supervisionados, destaca-se a regra dos vizinhos mais 
próximos (K-NN, do inglês, K-Nearest Neighbor), a modelagem independente 
para analogia de classes (SIMCA, do inglês, Soft-Independent Modeling of 
Class Analogy),  a análise discriminante linear (LDA, do inglês, Linear 
Discriminant Analysis), e a regressão por mínimos quadrados parciais (PLS, do 
inglês, Partial Least Squares) [21].  
A PCA é uma ferramenta quimiométrica de múltiplas variáveis que visa 
reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, sendo utilizado 
principalmente como uma metodologia de exibição em análise exploratória [22]. 
É o método mais utilizado para lidar com dados multivariados sem 
conhecimento prévio sobre as amostras estudadas. Envolve  a redução da 
dimensão dos dados originais a partir da decomposição de uma matriz X, 
geralmente após centralizar a média dos dados. A utilização da PCA explica a 
correlação entre um número de variáveis em termos de um número menor de 
fatores subjacentes denominados componentes principais (do inglês, PC: 
Principal Component) sem perder muita informação. Este método permite a 
exploração de dados por projeção de amostras pela análise combinada dos 
gráficos de scores e loadings que mostram informações sobre as amostras e 
variáveis, respectivamente [20, 23-25]. 
A primeira componente principal (PC1) é a combinação linear que conta 
com a variação máxima de dados e fornece uma aproximação unidimensional a 
eles, representando o máximo da variância total. A segunda (PC2) é ortogonal 
a primeira e fica na direção da maior variação restante, e assim por diante, até 
que a variância total seja contabilizada. Melhores aproximações são obtidas 
usando mais PCs, em que cada PC sucessiva não é correlacionada com as 
PCs anteriores. As componentes principais contêm diferentes fontes de 
informação, uma vez que cada uma define uma direção de distribuição dos 
dados [16, 21, 26, 27].  
A redução de dados é obtida apenas mantendo as primeiras PCs, que 
contêm a maioria das informações dos dados. Matematicamente, é possível 
ilustrar a redução da dimensionalidade do conjunto de dados por PCA seguindo 
a equação: 
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X = PAT + ϵ 
Onde X é a matriz das variáveis originais, scores (P) e loadings (AT, 
onde T é o operador de transposição da matriz), ϵ é a matriz de erro. Os 
loadings descrevem um novo conjunto de eixos ortogonais, fornecendo os 
pesos das variáveis originais nas novas PCs. Os scores representam as 
coordenadas das amostras no espaço dos loadings [26, 27]. 
A aplicação das componentes principais para classificar os objetos 
(amostras) consiste na construção de gráficos bidimensionais ou 
tridimensionais, formados por essas componentes, as quais explicam a maior 
quantidade de variação. Além disso, fornecem uma enorme carga de 
informações na interpretação e na classificação dos objetos [25]. Assim os 
objetos (amostras) semelhantes tendem a se agrupar nos gráficos de scores, 
enquanto os objetos diferentes tendem a se separar [21]. 
A centralização da média é geralmente usada na PCA para ter as 
pontuações (scores) resultantes expressando o desvio de cada amostra do 
espectro médio, ou seja, para remover informações consistentes em todas as 
amostras do modelo. Já os loadings indicam as características 
espectroscópicas mais relevantes para essa variabilidade [27]. 
 
 
1.4      Atividades Biológicas 
 
 
1.4.1 Atividade Citotóxica 
 
O câncer é um dos grandes problemas de saúde pública e uma das 
principais causas de morte no mundo, sendo que nos homens há 
predominância dos cânceres de próstata e de pulmão; enquanto que nas 
mulheres predomina o de mama e o de colo de útero [28]. 
No entanto, a procura por terapias e tratamentos medicamentosos tem 
se mostrado modesto devido à toxicidade medular empregada pelos agentes 
antineoplásicos clássicos, além do nível de agressividade da doença [28, 29]. 
Com o intuito de identificar constituintes ativos que se mostrem mais 
úteis no controle de tumores humanos, a procura por substâncias 
8 
 
 
 
 
 
biologicamente ativas em plantas utilizadas na medicina tradicional é objeto de 
estudo em vários laboratórios [30]. 
Desde 1950 o uso de produtos naturais contra o câncer foi reconhecido 
pelo Instituto Nacional do Câncer nos EUA. Alguns dos medicamentos 
atualmente disponíveis para o tratamento contra o câncer, como o taxol, a 
vimblastina e a vincristina, são metabólitos secundários encontrados em 
plantas [31]. 
Com a finalidade de determinar o potencial de novas substâncias e 
produtos que possam causar danos à saúde humana, uma investigação da 
toxicidade de um material deve ser realizada. Assim, são realizados testes que 
analisam a ação tóxica, além da toxicocinética e a relação dose resposta para 
classificar as substâncias de acordo com o seu potencial de letalidade ou 
toxicidade [32, 33]. 
Informações auxiliares sobre o estudo das neoplasias podem ser obtidas 
pelo estudo da atividade citotóxica, a qual possibilita estabelecer uma relação 
entre os resultados obtidos in vitro e in vivo. As culturas de células humanas e 
animais são fundamentais aos estudos in vitro da citotoxicidade de substâncias 
naturais ou sintéticas [34]. 
Para avaliar o efeito tóxico de substâncias a diversos tecidos são 
realizados ensaios de citotoxicidade celular, os quais são usados para 
examinar o dano de agentes químicos a órgãos específicos. Muitos testes com 
análise de agentes tóxicos usam animais em seus laboratórios, o que vem 
estimulando a busca por métodos in vitro para um screening inicial, diminuindo 
a realização de testes em animais com amostras que não apresentam inibição 
significativa [35].  
O desenvolvimento de ensaios quimiossensíveis in vitro vem sendo 
realizado para testar agentes anticancerígenos por meio das pesquisas 
terapêuticas que auxiliam nesse avanço. Os metabólitos secundários têm sido 
a origem de novas atividades antiproliferativas farmacológicas, mas os 
mecanismos de ação destes compostos ainda vêm sendo elucidados [36].   
Sabendo que vários compostos químicos podem ser capazes de causar 
efeitos tóxicos, a determinação da atividade citotóxica de um fitoterápico 
constitui uma medida prioritária. Devido ao fácil acesso e a grande 
disponibilidade, os glóbulos vermelhos são células bastante utilizadas para 
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estudos de citotoxicidade in vitro, possibilitando a avaliação do efeito tóxico ou 
protetor de princípios ativos sobre a membrana celular [37].  
Muitos estudos têm mostrado o potencial terapêutico diversificado de 
muitas plantas e seus óleos essenciais, as quais representam uma rica fonte 
de substâncias que podem ser úteis na prevenção e tratamento do câncer. As 
técnicas envolvidas incluem efeitos antioxidantes, antimutagênicos e 
antiproliferativos, ou melhoramento da função imunológica, induzindo enzimas, 
aumentando a desintoxicação e modulando a resistência a numerosos 
fármacos [38]. 
Várias espécies do gênero Croton contêm compostos detectados em 
extratos e óleos essencias, que apresentam atividade antitumoral, como, por 
exemplo, o óleo essencial das folhas de C. regelianus e de C. flavens, bem 
como dos constituintes isolados do óleo essencial das folhas de C. flavens, o α-
cadinol, β-elemeno e α-humuleno [9, 39].   
Estudos in vivo e in vitro descrevem que os compostos ascaridol, isolado 
de C. regelianus e isoguanosina, isolada de C. tiglium, demonstraram atividade 
antitumoral sobre o modelo sarcoma murino 180 [9, 40]. 
Savietto et al. [31] mostraram em seu trabalho a atividade 
antiproliferativa, frente a dez linhagens celulares de câncer humano, dos 
extratos metanólicos das folhas e cascas de quatro espécies de Croton: C. 
dichrous Müll. Arg., C. erythroxyloides Baill., C. myrianthus Müll. Arg. e C. 
splendidus Mart.. O extrato das folhas de C. erythroxyloides apresentou 
importante atividade contra as linhagens celulares PC-3 (próstata) e OVCAR-3 
(ovário). Os autores sugerem que esta atividade esteja associada a 
concentração de flavonoides tilirosídeos, apesar da existência de outros 
flavonoides nos extratos.  
 
 
1.4.2 Atividade Anticolinesterásica 
 
A doença de Alzheimer é a forma mais comum de demência, a qual é 
caracterizada pelo início gradual de declínio do maior funcionamento cognitivo, 
ou seja, é uma relação progressiva com a idade caracterizada pela 
degeneração da função neurológica. Esta degeneração ocorre devido à 
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redução de níveis do neurotransmissor acetilcolina nos cérebros dos idosos à 
medida que a doença progride, resultando em perda da capacidade cognitiva 
[41]. 
Na população com Alzheimer são observados deficiência cognitiva e 
funcional, os quais estão relacionados com a degeneração do sistema 
colinérgico devido principalmente a diminuição dos níveis plasmáticos de 
acetilcolina. Uma melhora significativa dos sintomas cognitivos, 
comportamentais e funcionais relacionados às demências hipocolinérgicas são 
notados quando tratados com inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE). 
Esses inibidores aumentam os níveis de acetilcolina (ACh) presentes nas 
sinapses entre neurônios colinérgicos. Esses neurônios estão relacionados 
com ações exercidas pela ACh como, alerta, controle motor, aprendizado e a 
memória, as quais são prejudicadas quando há deficiências na secreção desse 
neurotransmissor [42]. 
Os inibidores de AChE alteram a função colinérgica central ao inibir as 
enzimas que degradam a acetilcolina (enzimas acetilcolinesterase e butirilcoli-
nesterase), ampliando a capacidade da acetilcolina de estimular os receptores 
cerebrais, nicotínicos e muscarínicos. Os portadores da doença de Alzheimer 
têm níveis reduzidos da acetilcolina, que é um neurotransmissor que intervém 
nos processos da memória. Dados estatísticos mostram que aproximadamente 
5 a 10% da população com idade superior a 65 anos e 20 a 40% daqueles com 
faixa etária superior a 85 anos são portadores de Alzheimer [43], a qual se 
caracteriza por ser uma doença neurodegenerativa, progressiva e que afeta 
principalmente a população idosa. 
A inibição da enzima acetilcolinesterase (AchE) é uma maneira eficaz no 
tratamento desta doença, sendo considerada a forma mais eficiente para seu 
controle. Apenas os sintomas podem ser amenizados, pois suas causas ainda 
não foram determinadas [44]. Alguns inibidores de AchE como a tacrina, 
denopezil, rivatigmina e galantamina, que mantêm altos níveis de 
neurotransmissor acetilcolina, são conhecidos por ter limitações, como meia 
vida curta ou efeitos secundários como hepatotoxicidade. Dentre estas, a 
galantamina é um inibidor da AchE de longa duração, seletivo, reversível e 
competitivo, considerado muito eficaz no tratamento da doença [45-47].  
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A galantamina apesar de ser a melhor forma de controlar a doença 
disponível no momento, é uma substância que apresenta diversos efeitos 
colaterais, além do alto custo. O mecanismo de ação dessas drogas é manter 
altos os níveis de ACh nos receptores colinérgicos muscarínicos e nicotínicos 
no sistema nervoso central, determinando assim benefícios sobre as funções 
cognitivas e outras áreas afetadas pela doença. Assim, a busca por novos 
fármacos com atividade frente à acetilcolinesterase, que sejam menos tóxicos, 
mais efetivos e com menor custo, torna-se necessário [44, 47].  
Alguns tratamentos para esta doença utilizam não só compostos que 
sejam inibidores da acetilcolinesterase, mas também altos níveis de 
antioxidantes, pois se faz necessário o combate ao estresse oxidativo comum 
nos portadores de Alzheimer.  
Esse estresse surge principalmente da superprodução de radicais livres 
devido a uma desequilíbrio na produção de antioxidantes pelas células, sendo 
um fator importante no desenvolvimento de muitas doenças. Nesse sentido, os 
produtos naturais se tornam fontes em potencial para reduzir este desequilíbrio, 
pois muitos deles possuem a capacidade de atuar como antioxidantes [48]. 
Compostos isolados de algumas espécies de Croton mostraram 
atividade frente a enzima aceticolinesterase como no trabalho desenvolvido por 
Aderogba et al. [49], no qual foi descrito a atividade inibidora dos quatro 
compostos isolados do extrato metanólico das folhas de Croton penduliflorus a 
quercetina-3-O-ramnosídeo (1), canferol-3-O-ramnosídeo (2), 
protocatecualdeído (3) e ácido p-hidroxibenzóico (4). Além destes, os 
compostos 6- hidroxi-1-metil-2-dimetil-3,4-tetra-hidro-β-carbolina (5), (S)-
magnoflorina (6), (+)-menisperina (7), taspina (8) e moschamina (9) isolados do 
extrato etanólico da casca do caule de Croton heliotropiifolius Kunth. também 
mostraram alta atividade de inibição da acetilcolinesterase [50] (Figura 1).  
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Figura 1 - Compostos isolados de C. penduliflorus e C. heliotropiifolius com 
atividade acetilcolinesterase 
O
R
OH
OH
HO
O
O
O OH
OH
HO
OH
OH
CH
O
OH
C
O OH
 
             (1)  R= OH   (3)                       (4) 
             (2)  R= H                            
NH
NHO CH3
CH3
CH3 N
H3CO
HO
HO
H3CO
CH3
CH3
H
N
H3CO
HO
H3CO
H3CO
CH3
CH3
H
                    (5)                              (6)                              (7) 
O
O
OCH3
O
O
OCH3
N
CH3
CH3
NH
NH
HO
OH
OCH3
O
 
                      (8)                                                (9) 
 
Considerando as colaborações existentes com grupos de pesquisa que 
avaliam atividades biológicas e as informações mencionadas acima sobre as 
atividades citotóxicas e anticolinesterásicas em espécies de Croton, foi 
realizado uma investigação na espécie em estudo para avaliar seu potencial 
biológico.    
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
 
2.1 A Família Euphorbiaceae 
 
É uma das mais abrangentes da ordem Malpighiales, compreendendo 
um dos grupos taxonômicos mais complexos entre as Eudicotiledôneas e 
apresentando uma morfologia altamente diversificada [51, 52].  
Segundo Webster [53], Euphorbiaceae é composta de 317 gêneros, 
representada em todo o planeta nas regiões tropicais e subtropicais por um 
total de 8.000 espécies divididas em 5 subfamílias: Phyllanthoideae, 
Oldfieldioideae, Crotonoideae, Acalyphoideae e Euphorbioideae. Nas Américas 
contém cerca de 2500 espécies distribuídas em 92 gêneros [54]. No Brasil, 
ocorre cerca de 1100 espécies e 72 gêneros encontrados em todos os tipos de 
vegetação do país [52, 54-56]. Na vegetação caatinga, a Euphorbiaceae 
representa a terceira maior família com 165 espécies descritas, sendo que 17 
espécies são endêmicas [57].  
O uso medicinal é o mais representativo para as espécies dessa família, 
embora outros usos como a utilização da madeira e alimentos sejam citados. 
As espécies de Euphorbiaceae têm grande destaque na atividade econômica 
entre as Eudicotiledôneas principalmente para a região Nordeste do Brasil. Um 
exemplo é o uso da espécie Manihot esculenta Crantz na alimentação, da qual 
se extrai a farinha de mandioca [55].  
Por outro lado, embora as espécies desta família estão amplamente 
distribuídas no Brasil, existem algumas que ainda não foram estudadas quanto 
à sua utilização ou composição química [51, 54, 58].  
A família Euphorbiaceae destaca-se pelo número expressivo de 
espécies encontradas dentre as Angiospermas, sendo considerada um dos 
mais importantes grupos e de maior valor econômico [59]. 
Essa família é reconhecida por seus hábitos arbóreos, arbustivos, 
subarbustivos, herbáceas e trepadeiras. Suas plantas são normalmente 
lactescentes, com folhas alternas, simples ou compostas, estipuladas, 
monóicas ou dióicas, com flores diclinas, flores pistilada característica do 
gineceu sincárpico, ovário súpero e comumente tricarpelar [55]. Seus frutos são 
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secos deiscentes ou indeiscentes, comumente do tipo cápsula esquizocárpicas, 
ou seja, com deiscência explosiva, abrindo-se em três mericarpos, conhecido 
como cápsula tricoca [56], ou ainda cápsula septífraga, loculicidas e 
circundantes, drupóides (filotrimídios, drupas e nuculânios) e bacóides [53, 55, 
56].  
Apesar do grande número de espécies da família na área de extensão 
do semi-árido nordestino, são raros os estudos taxonômicos e os tratamentos 
florísticos, em que se estuda a distribuição de espécies de plantas em diversas 
áreas geográficas [60]. No entanto, há um grande interesse científico pela 
família, porque nela há várias espécies úteis abrangendo diferentes categorias 
de uso. Os gêneros com maiores números de espécies com indicação para o 
uso medicinal são o Croton com 58, seguido por Euphorbia com 13 e Jatropha 
com 9 [51, 54]. 
Em relação ao número de espécies existentes, destacam-se: Euphorbia 
L. (1.500), Croton L. (700), Phyllanthus L. (400), Acalypha L. (400), Macaranga 
Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl (150), Jatropha L. 
(150), Manihot Mill. (150) e Tragia Plumier (150) [55].  
Em uma pesquisa florística realizada por Crepaldi et al. [51], na Região 
Florestal da Chapada do Araripe, no Nordeste do Brasil, foi possível encontrar 
23 espécies pertencentes a 11 gêneros. O gênero mais representativo foi 
Croton (6 espécies), seguido por Euphorbia (4), Manihot (2), Astraea (2), 
Cnidoscolus (2), Jatropha (2), Microstachys (1), Chamaesyce (1), Maprounea 
(1), Phyllanthus (1) e Ricinus (1). A espécie Croton heliotropiifolius foi um dos 
arbustos coletados em todos os ambientes dentro da Floresta Nacional do 
Araripe, a qual foi citada, pela população local, como cicatrizante de feridas e 
útil na purificação do sangue.  
Em um estudo fitoquímico das espécies dessa família ficou evidenciado 
a presença de compostos biologicamente ativos, tais como flavonoides, 
saponinas, terpenos (di e triterpenoides), ésteres, alcalóides, glicosídeos 
cianogênicos, taninos, lecitinas e glicoproteínas [54].  
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2.2 Gênero Croton L. 
 
O gênero mais estudado da família Euphorbiaceae é Croton L., 
pertencente a subfamília Crotonoideae com cerca de 1200 espécies, 
apresentando alta representatividade na flora brasileira com cerca de 300 
espécies encontradas nos diferentes tipos de vegetação. No entanto, os 
estudos envolvendo espécies de Croton no Nordeste brasileiro estão limitados 
a trabalhos florísticos e/ou fitossociológicos [59, 61, 62]. 
Esse gênero caracteriza-se por apresentar diversos metabólitos 
secundários com alta diversidade química, justificando suas propriedades 
medicinais e tóxicas. Dentre estes metabólitos destacam-se: diterpenóides, 
triterpenóides, esteróides, alcalóides e derivados fenólicos, principalmente 
flavonoides, lignanas e proantocianidinas; mono e sesquiterpenoides comuns 
nos óleos essenciais [63]. 
Os terpenóides pertencem a uma classe de compostos que prevalece no 
gênero Croton, destacando os diterpenos de esqueleto clerodano que formam 
um grupo de substâncias abrangente, apresentando mais de 800 compostos 
conhecidos [64]. Dentre as propriedades biológicas, as espécies de Croton 
apresentam ação anti-inflamatória, antitumoral, citotóxica, antireumática, 
antiulcerogênica, antidiabética, analgésica e como inibidores da enzima 
acetilcolinesterase, entre outras [62, 65-69]. 
Várias espécies de Croton se desenvolvem em locais como margens de 
estradas, rios e clareiras de matas e produzem flores e frutos na maior parte do 
ano [64].  
A terminologia dos tipos de tricomas do genêro Croton é difícil de 
padronizar devido a sua grande diversidade morfológica. Dois tipos principais 
de tricomas foram reconhecidos dentro do gênero, os pêlos estrelados, e os 
cabelos lepidotes [70]. Dessa forma, tanto nas classes estreladas como nas 
lepidóticas, há muita variação e, para comparações, foi necessário definir 
subclasses morfológicas de tricomas. Assim no gênero Croton são 
reconhecidos sete tipos básicos de tricomas: lepidote, estrelado, fasciculado ou 
rosulado, fasciculado-estipular, glandular, papilar e dendrítico [70, 71].  
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O número de espécies de Croton estudado é muito pequeno, apesar de 
existir um grande número de compostos isolados e atividades biológicas 
investigadas, tanto do ponto de vista químico quanto farmacológico [64]. 
A literatura relata o uso de espécies de Croton na medicina tradicional 
para o tratamento de diversas enfermidades, sendo que algumas estão 
descritas na Tabela 1.  
 
Tabela 1 - Uso de espécies de Croton na medicina tradicional 
Espécies Partes da planta  Principais usos 
C. stipuliformis Exsudatos Tratamento de úlceras 
estomacais [72]. 
C. caudatus Caule Tratamento da artrite e malária 
[73]. 
C. zambesicus 
Muell. Arg. 
Decocção das folhas 
e raízes 
Tratamento de hipertensão 
[74].  
C. ururucana Baill. Látex Tratamento de feridas e úlcera 
de animais [75]. 
C. zambesicus 
Muell. Arg. 
Decocção das folhas Tratamento de disenteria, 
febre e convulsões [76]. 
C. cajucara Benth. Chá das folhas e 
casca do caule 
Tratamento da diabetes, níveis 
elevados de colesterol, 
distúrbios gastrointestinais e 
hepáticos e perda de peso 
[77].  
C. celtidifolius Baill. Infusão das cascas Tratamento de doenças 
inflamatórias, leucemia, úlcera 
e reumatismo [77]. 
 
 
2.2.1 Compostos Isolados do Gênero Croton L. e suas Atividades Biológicas 
 
As espécies do gênero Croton apresentam uma série de propriedades 
contra uma ampla variedade de disfunções e patologias, como por exemplo, 
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úlceras gástricas, diarréia, feridas infecciosas microbianas e virais, inflamações 
e artrite. Isso justifica o grande interesse por estudos das espécies deste 
gênero, tanto dos extratos quanto dos óleos essenciais. Em geral, a 
composição do óleo essencial de Croton ssp. pode variar muito em relação à 
parte da planta e à área geográfica, sendo observada abundância 
relativamente diferente de sesquiterpenos e monoterpenos com predominância 
de sesquiterpenos [78].   
Rossi et al. [78], detectaram e identificaram setenta e quatro 
constituintes químicos do óleo essencial de C. lechleri, sendo os mais 
abundantes os sesquiterpenos: o α- calacoreno (11,29%) (10), β- calacoreno 
(4,34%) (11), sesquicineol (17,29%) (12), 1,10-epi-cubenol (4,75%) (13) e o 
epi-cedrol (4,09%) (14) (Figura 2). 
 
Figura 2 - Compostos mais abundantes identificados no óleo essencial de C. 
lechleri 
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A partir do extrato diclorometano das raízes de C. campestris St Hil. 
foram isolados três diterpenos nomeados velamona (ent-15,16-epoxi-2-oxo-
3,13 (16), 14-clerodatrieno) (15), velamolona (ent-15,16- epoxi-20-hidroxi-2-
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oxo-3,13 (16), 14-clerodatrieno) (16) e acetato de velamolona (ent- 15,16-
epoxi-20-acetoxi-2-oxo-3,13 (16), 14-clerodatrieno) (17) [79] (Figura 3).  
 
Figura 3 - Compostos isolados de C. campestris 
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(15) R= Me 
       (16) R= CH2OH 
        (17) R= CH2OAc 
 
Das cascas de C. cajucara, Maciel et al. [80] isolaram dois diterpenos 
clerodanos o trans-cajucarina B (18) e a sacacarina (19), além dos diterpenos 
não-clerodanos a trans-crotonina (20), trans-dehidrocrotonina (21), os dois 
últimos já isolados por Kubo et al. [81], juntamente com a cajucarina B (22), a 
cajucarinolida (23) e o ácido acetil aleuritólico (24) (Figura 4).  
 
Figura 4 - Compostos isolados de C. cajucara 
O
COOMe
H
O
H
O
O
O
H
O
O
H
H
O
O
O
 
                   (18)                                       (19)                                 (20)                            
 
19 
 
 
 
 
 
O
H
H
O
O
O
COOMe
H
O
H
O O
O
HO
O
H
H
O
O
 
                 (21)                                       (22)                                     (23)    
                                         
COOH
H
H
O
O
 
(24) 
 
Campos et al. [82] relataram a atividade contra o Trypanosoma cruzi do 
extrato metanólico das cascas do caule de C. cajucara e dos compostos 
isolados desse extrato, sendo eles a trans-dehidrocrotonina (21) e o ácido 
acetil aleuritólico (24). Os resultados mostraram que o extrato metanólico foi 
mais ativo contra o parasita quando comparado aos dois compostos isolados. 
Com estes dados, os autores reforçaram a importância na continuação do 
estudo fitoquímico desta espécie para a investigação de outros metabólitos 
presentes neste extrato.  
Lima et al. [83] investigaram os efeitos dos diterpenos, trans-crotonina 
(20), trans-dehidrocrotonina (21) e do ácido acetil aleuritólico (24) obtidos das 
cascas de C. cajucara contra as formas promastigotas e amastigotas axênicas 
(meio de cultura in vitro) e intracelulares de Leishmania amazonensis. Além 
disso, também foram investigados os efeitos dos compostos isolados sobre a 
enzima tripanotiona redutase de L. amazonensis. Os resultados mostraram 
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efeitos leishmanicidas in vitro para esta espécie e ação sobre a enzima 
tripanotiona redutase, sendo a trans-dehidrocrotonina (21) a mais ativa em 
ambos os casos. 
Pereira et al. [84] relataram o isolamento de um composto majoritário a 
partir do extrato clorofórmio das raízes de C. antisyphiliticus, o ácido ent-caur-
16-en-18-óico (25) (Figura 5), sendo este o primeiro trabalho fitoquímico dessa 
espécie avaliando a atividade antimicrobiana do composto isolado contra 
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os resultados mostraram que o 
composto isolado apresenta atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus 
aureus.  
 
Figura 5 - Composto isolado de C. antisyphiliticus 
HOOC CH3
H
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                                                            (25) 
 
Puebla et al. [85] isolaram das partes aéreas de C. shiedeanus 
diterpenos não clerodanos do tipo furano, o 5β-hidroxi-cis-dehidrocrotonina (26) 
e a (12R)-12- hidroxicascarillona (27), além do cis-dehidroxicrotonina (28) e 
trans-dehidroxicrotonina (21) (Figura 6), este último previamente isolado de C. 
cajucara [81].  
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Figura 6 - Compostos isolados de C. shiedeanus 
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Em seu trabalho, Block et al. [86] citaram o isolamento de três 
diterpenos: o ent-18-hidroxi-trachiloban-3-ona (29), isopimara-7,15-dien-3β-ol 
(30) e o ent-trachiloban-3-ona (31), juntamente com o trans-fitol (32), α-amirina 
(33), β-sitosterol (34) e estigmasterol (35) (Figura 7) a partir do extrato 
diclorometânico das folhas de C. zambesicus. 
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Figura 7 - Compostos isolados de C. zambesicus 
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Do extrato hexânico dos frutos de C. macrostachyus, Tane et al. [87] 
isolaram um diterpeno clerodano, a crotomacrina (36) juntamente com a 
crotepoxida (37) (Figura 8).  
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Figura 8 - Compostos isolados de C. macrostachyus 
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Pan et al. [88] apresentaram em seu trabalho o isolamento de 
diterpenóides do extrato etanólico dos galhos e folhas de C. euryphyllus, a 
crotoeurina A (38), crotoeurina B (39), crotoeurina C (40), teucvina (41), 
teucvidina (42), isoteucvina (43) e a isocrotocaudina (44) (Figura 9). Além 
disso, os compostos 38 a 40 exibiram atividade neurítica estimulada por NGF 
(fator de crescimento nervoso) em células PC12 após 72h de incubação a uma 
concentração de 10 µM. 
 
Figura 9 - Compostos isolados de C. euryphyllus 
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No trabalho desenvolvido por Zang et al. [89] foi possível o isolamento 
de diterpenóides do extrato etanólico dos galhos e folhas de C. tiglium L., os 
crotognoides A-K (45-55), juntamente com 12-O-tiglilforbol-13-(2-metil) butirato 
(56), 12-O-isobutirilforbol-13-acetato (57), 12-O-tiglilforbol-13-propianato (58), 
12-O-tiglilforbol-13-isobutirato (59), 12-O-(2-metil) butirilforbol-13-acetato (60), 
12-O-tiglilforbol-13-acetato (61), 12-O-(2-metil) butirilforbol-13-isobutirato (62) e 
12-O-tiglil-4-deoxi-4α-forbol-acetato (63) (Figura 10). Ensaios citotóxicos in vitro 
contra células tumorais humanas foram feitos para os crotognoides A-K. Os 
resultados mostraram uma inibição moderada dos compostos 45 ao 54 em 
relação às linhagens HL-60 e A549, sendo que o composto 45 apresentou-se 
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mais ativo frente à linhagem celular HL-60. No trabalho de revisão realizado por 
Wang et al. [90] os autores sugeriram que a atividade anticancerígena destes 
compostos (diterpenos do tipo tigliano) estivesse relacionada à presença de um 
grupo acil alifático saturado de cadeia longa em C-12 ou C-13, um grupo 
hidroxila livre em C-20, um sistema de anel A/B com fusão trans entre eles 
além de um grupo 6,7-olefínico.  
 
Figura 10 - Compostos isolados de C. tiglium 
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(52) R1 = tiglil R2 = isobutiril           R3= CHO          R4= β-OH 
(53) R1 = 2-metilbutiril     R2 = 2-metilbutiril     R3= CH2OH      R4= β-OH 
(54) R1 = benzoil             R2 = isobutiril           R3= CH2OH      R4= β-OH 
(55) R1 = benzoil             R2 = acetil                R3= CH2OH      R4= α-H 
(56) R1 = tiglil                  R2 = 2-metilbutiril    R3= CH2OH      R4= β-OH 
(57) R1 = isobutiril           R2 = acetil                R3= CH2OH      R4= β-OH 
(58) R1 = tiglil                  R2 = propionil           R3= CH2OH      R4= β-OH 
(59) R1 = tiglil                  R2 = isobutiril            R3= CH2OH     R4= β-OH 
(60) R1 = 2-metilbutiril      R2 = acetil                R3= CH2OH     R4= β-OH 
(61) R1 = tiglil                  R2 = acetil                 R3= CH2OH     R4= β-OH 
(62) R1 = 2-metilbutiril      R2 = isobutiril            R3= CH2OH     R4= β-OH 
(63) R1 = tiglil                  R2 = acetil                 R3= CH2OH     R4= α-H 
 
 
Do extrato etanólico das folhas de C. tiglium foram isolados ésteres de 
diterpenos, 4-deoxi-20-oxoforbol12-tiglil-13-acetato (64), 7-oxo-5-ene-forbol-13-
(2-metil) butirato (65), 7-hidroxi-forbol-5-ene-13-(2-metil) butirato (66), 7-hidroxi-
forbol-5-ene-13-isobutirato (67), 13-O-(2-metil) butiril-forbol (68), crotognoides F 
(50), 12-O-tiglilforbol-13-acetato (61), além do forbol (69) (Figura 11). As 
atividades citotóxicas e antituberculose destes compostos foram testadas e os 
resultados mostraram fortes atividades citotóxicas contra a linhagem celular 
K562, utilizando como controle positivo o taxol [91]. Segundo os autores a 
atividade citotóxica desses diterpenos do tipo tigliano dependem fortemente 
das espécies de células tumorais. Estas observações reforçam àquelas 
realizadas por Wang et al. [90] os quais justificaram a forte atividade dessa 
classe de compostos (diterpenos do tipo tigliano) à presença de alguns grupos 
específicos na estrutura.  Atividades antituberculose significativas foram 
observadas pelos compostos 50, 61, 64 e 65, reforçando a necessidade de 
mais estudos tanto in vitro quanto in vivo desses compostos, os quais podem 
ser potencialmente úteis para o desenvolvimento de drogas para esta 
enfermidade [91]. 
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Figura 11 - Compostos isolados de C. tiglium 
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Ravanelli et al. [63] relataram o isolamento e identificação de dois 
alcalóides do extrato hidroalcoólico das folhas de C. echinocarpus Baill. a 
coridina (70) e a norisoboldina (71) (Figura 12). A atividade in vitro contra o 
HIV-1 foi testada para os alcaloides isolados, o extrato bruto e as frações 
metanólicas e hexânicas. Os resultados mostraram que a fração metanólica foi 
a mais ativa (32% de inibição da enzima transcriptase reversa do HIV-1 a 100 
μg mL-1) do que o extrato bruto e a fração hexânica. As duas substâncias 
isoladas foram testadas usando concentrações de 5 a 450 μg mL-1. A Coridina 
(70) foi menos potente (IC50 = 356,7 μg mL-1) em comparação com a 
norisoboldina (71) (IC50 = 153,7 mg mL-1). 
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 Figura 12 - Compostos isolados de C. echinocarpus 
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                                     (70) R1 = Me  R2 = OMe  R3= H          
                                     (71) R1 = H     R2 = H       R3= OH    
 
Do extrato metanólico das partes aéreas de C. yanhuii, Sun et al. [92] 
isolaram dois diterpenos do tipo clerodano, o crotonpeno A (72) e crotonpeno B 
(73) (Figura 13). A atividade de crescimento de neurite induzida por NGF (Fator 
de crescimento neural) a partir de células PC12 foi testada para os dois novos 
diterpenos isolados. Os resultados mostraram que ambos promoveram o 
crescimento neurítico das células nervosas contra a degeneração neural, 
podendo ser potencialmente útil para o desenvolvimento de agentes 
antineurodegenerativos como a doença de Alzheimer e outros distúrbios 
neurológicos.  
 
Figura 13 - Compostos isolados de C. yanhuii 
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Qiu et al. [93] isolaram das raízes de C. crassifolius diterpenos 
clerodanos, o cracroson A e B (74, 75), um alcalóide diterpenóide do tipo 
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clerodano, o cracroson C (76), junto com a crassifolina H (77), crassifolina I 
(78), crassifolina B (79), crassifolina A (80), isoteufina (81), teucvidina (42), 
teucvina (41), chetafanina I (82), (12S)-15,16-epoxi-6β-metoxi-19- 
norneoclerodano-4,13(16), 14-trieno-18,6α,20,12-diolida (83), ciperenol (84), 
ácido ciperenóico (85), ácido acetil aleuritálico (24) e o lupeol (86) (Figura 14). 
A atividade citotóxica in vitro contra a linhagem de célula tumoral CT 26.WT 
(Linhagem celular do Carcinoma Cólon murino), utilizando a cisplatina como 
controle positivo, foi testada para todos os compostos. Os resultados 
mostraram que o composto (79) foi o mais ativo de todos os compostos 
testados. No entanto sua citotoxicidade foi considerada fraca, pois apresentou 
um IC50 de 96,6 ± 17,3 μM, quando comparada a da cisplatina, cujo valor de 
IC50 foi de 33,3 ± 2,6 μM.  
 
Figura 14 - Compostos isolados de C. crassifolius 
O
O
R O
O
H
O
O
O
O
O
O
O
H
O
O
NH
O
H
O
 
               (74) R= OH                       (75)                                     (76) 
               (77) R=H 
O
O
O
O
H
HO
O
OO
R
O
O
O
O
O
O
 
                        (78)                             (79) R= OH                     (81) 
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                     (84) R= CH2OH                                   (86) 
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Do extrato éter de petróleo das folhas e caules de C. laui, Yang et al. 
[94] isolaram nove novos diterpenos: launine A-I (87-95), além do (11E)-14,15-
bisnor-8α- hidroxi-11- labden-13-ona (96), esterebina D (97), óxido 7β, 12α-
dihidroximanoil (98), óxido 7β, 12α-dihidroxi-13-epi-manoil (99), nidorellol (100), 
3β-hidroxi-labd-8(17), 12Z, 14-trieno (101), 3α-hidroxi-ent-labda-8(17), 12E, 14-
trien-18-ol (102) e crotonolídeo I (103) (Figura 15). Todos os compostos foram 
avaliados in vitro para atividade anti-inflamatória, utilizando a indometacina 
como controle positivo. Os resultados mostraram que, embora ativos em 
relação aos outros testados, os compostos 87, 90, 93, 94 e 100 apresentaram 
fraca atividade anti-inflamatória com valores de IC50 entre 42,73 a 93,04 μM, 
quando comparados a indometacina, cujo IC50 foi de 16,5 μM. 
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R
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Figura 15 - Compostos isolados de C. laui 
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Tian et al. [95] descreveram o isolamento de diterpenos clerodanos das 
raízes de Croton crassifolius: crassifolius A (104), crassifolius B (105), 
crassifolius C (106), crassifolina F (107), metil-9-(furan-3-il)-2,7,13-trimetil-4-
oxo-10-oxatriciclo [5.3.3.01,6] trideca-5,8-dieno-2-carboxilato (108), chetafanina 
I (82), crassifoliusina A (109), penduliflaworosina (110), crassifolina C (111), 
crassifolina D (112), crassifolina L (113), 6-[2-(furan-3-il)-2-oxoetil]-1,5,6-trimetil-
10-oxatriciclo [7.2.1.02,7] dodec-2 (7)-en-11-ona (114), neoclerodan-5,10-
en19,6b;20, 12-diolídeo (115), teucvina (41), isoteucvina (43), crassifolina H 
(77) e crassifolina J (116) (Figura 16). Neste trabalho os compostos isolados 
foram submetidos a triagem de inibição do crescimento celular frente às 
linhagens de câncer do fígado humano (HepG2 e Hep3B), utilizando o 5-
fluorouracil (5-Fu) como controle positivo. Os resultados mostraram que o 
composto crassifolius A (104) exibiu boa citotoxicidade contra a linhagem 
Hep3B com valor IC50 de 17,91 μM, quando comparado com o do 5-fluorouracil 
com valor de IC50 de 10,53 μM. Estudos adicionais do mecanismo antitumoral 
da inibição do crescimento celular induzida pelo composto (104) indicaram que 
o mesmo causou a morte celular apoptótica em células Hep3B através da 
detecção de alterações morfológicas. No entanto, os autores sugerem uma 
investigação completa dos mecanismos moleculares à citotoxicidade desse 
composto. Os compostos 104, 111 e 114 mostraram potencial atividade frente 
às células HepG2, com valores de IC50 de 42,04; 51,65 e 45,22 μM, 
respectivamente, quando comparado com o da 5-fluorouracil com valor de IC50 
de 49,72 μM.  
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Figura 16 - Compostos isolados de C. crassifolius 
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Uma investigação química do extrato etanólico das raízes de Croton 
crassifolius levou ao isolamento de cinco derivados da piran-2-ona, a 
crassifoliuspirano A (117), crassifoliuspirano B (118), 4-metoxi-6-nonil-2H-piran-
2-ona (119), a crotonpirona B (120) e crotonpirona A (121) (Figura 17). Testes 
de citotoxicidade dos compostos isolados contra duas linhagens celulares de 
câncer de fígado (HepG2 e MHCC97H), utilizando o 5-fluorouracil (5-FU) como 
controle positivo, mostrou que o composto (117) foi o mais potente sobre as 
células HepG2 com valor de IC50 de 9,8 μM [96].  
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Figura 17 - Compostos isolados de C. crassifolius 
O
OCH3
OO
OCH3
O
(117)                                                              (118) 
 
O
OCH3
O O
OCH3
O
(119)                                                               (120) 
 
O
OCH3
O
 
(121)             
 
Do extrato acetônico e etanólico das folhas e caule de C. sellowii Baill., 
Palmeira Júnior et al. [65] descreveram o isolamento do β-sitosterol (34) 
estigmasterol (35), ácido betulônico (122), cicloart-25-eno-3β,24α-diol (123), 
cicloart-25-eno-3β,24β-diol (124), artemetina (125), crisosplenetina (126), 
casticina (127), penduletina (128), canferol-3-O-(6”-O-p-cumaroil)-β-D-
glicopiranose mais conhecido como tilirosídeo (129) e treo-7-etoxi-8-hidroxi-
diidroanol (130) (Figura 18).  
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Figura 18 - Compostos isolados de C. sellowii 
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Lopes et al. [64] apresentaram em seu trabalho o resultado obtido da 
investigação química do extrato etanólico das folhas da espécie C. pedicellatus, 
descrevendo o isolamento e identificação dos flavonoides: tilirosídeo (129), já 
isolado de C. sellowii [65], 6"-O-p coumaroil-β-galactopiranosilcanferol (131), 
canferol-6"-O-p-cumaroil-β-glicopiranosil-3’metoxi (132), canferol (133), 
quercetina-3-glicopiranosil (134) e alpinumisoflavona (135), bem como o ácido 
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4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico (136), o blumenol A (137) e o blumenol A 
glicosídeo (roseosídeo) (138) (Figura 19). 
 
Figura 19 - Compostos isolados de C. pedicellatus 
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    No trabalho desenvolvido por Barreto et al. [97] foram isolados das 
folhas, caules e raízes de C. muscicarpa Müll. Arg., o sesquiterpeno, 6α-
metoxicipereno (139), quatro terpenóides, damaradienol (140), esqualeno 
(141), ácido acetil aleuritólico (24) e espatulenol (142); e oito flavonoides, 
artemetina (125), canferol (133), casticina (127), 5-hidroxi-3,6,7,4'-
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tetrametoxiflavona (147), retusina (143), 3,7,4'-trimetoxicanferol (144), ombuina 
(145) e pachipodol (146) (Figura 20).  
 
Figura 20 - Compostos isolados de C. muscicarpa 
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As classes de compostos comumente encontradas no gênero Croton 
são os terpenóides e os flavonoides. Considerando que durante este trabalho 
foi possível o isolamento de derivados de flavonoides, no próximo tópico será 
abordado um pouco dos aspectos gerais, classificação e a biossíntese desta 
classe de metabólitos secundários. O interesse pelo estudo desta classe de 
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substâncias naturais vem crescendo significativamente, principalmente após a 
descoberta de uma série de efeitos benéficos à saúde humana [98].  
 
 
2.3 Os Flavonoides 
 
Os flavonoides são metabólitos secundários, da classe dos polifenóis, os 
quais possuem baixa massa molecular e são encontrados em diversas 
espécies de vegetais. Os diferentes tipos de flavonoides podem ser obtidos a 
partir de várias partes dos vegetais como nas flores e frutas. 
 Apresentam estrutura fenólica variável, que possui um esqueleto 
formado por 15 átomos de carbono C6-C3-C6 constituído por dois anéis 
benzênicos (A e B), ligados por meio de uma cadeia de três carbonos que pode 
estar aberta (dihidrochalconas e chalconas) ou formando a estrutura 
heterocíclica central, o anel pirano (anel C), como nos casos de auronas, 
flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas e antocianidinas, flavonóis e 
flavanóis (Figura 21) [99-102].  
Na natureza pode-se encontrar flavonoides com vários tipos de 
substituição, como metiladas, metoxiladas, preniladas, hidroxiladas e 
glicosiladas, sendo esta última muito comum em plantas. Esses padrões geram 
uma grande complexidade e diversidade na estrutura dos flavonoides, como 
por exemplo as antocianinas em que sua cor é determinada pelo padrão de 
glicosilação [103].  
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Figura 21 - Estrutura fundamental dos flavonoides e de suas principais sub-
classes [102]  
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Na natureza, os flavonoides têm uma importante função que é a de ser 
responsáveis pela pigmentação em frutas, flores, sementes e folhas. O 
excesso de flavonoides nas plantas está associado às suas importantes 
funções biológicas, como a de proteção contra raios ultravioleta, insetos, 
fungos, vírus e bactérias. Atuam também atraindo polinizadores e 
disseminadores de sementes, além de possuir importantes propriedades 
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farmacológicas como: antitumoral, anti-inflamatória, antiviral, antioxidante e 
antimicrobiana [98, 101, 104, 105]. 
Os flavonoides são componentes muito importantes no tratamento de 
muitas doenças devido ao seu potencial antioxidante. Estudos mostram que o 
consumo regular desses compostos está relacionado a diminuição do estresse 
oxidativo e, por consequência, defendem o organismo humano de doenças 
como o Alzheimer, arteriosclerose, câncer e o envelhecimento. Assim, acredita-
se que os flavonoides por atuarem como antioxidantes formam radicais 
estáveis e protegem os organismos vivos contra os danos dos radicais livres 
[106, 107].  
O atual tratamento contra o câncer baseia-se predominantemente em 
drogas citotóxicas. Assim, diversas estratégias têm sido empregadas para o 
desenvolvimento de novos medicamentos. Estudos mostraram que uma série 
de híbridos da flavanona-2-pirazolina, que contém um anel de pirazol 
condensado com 3- arilidenoflavanonas, especificamente a 3-(4-
clorobenzilideno)-flavanona (148) e 3-(4-bromobenzilideno)-flavanona (149) 
(Figura 22), exibiram forte citotoxicidade contra linhagens celulares de leucemia 
promielocítica humana (HL-60), sendo reconhecida a importância de 
compostos heterocíclicos na descoberta de novos fármacos [108].  
 
Figura 22 - Compostos com atividade citotóxica 
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Dzoyem et al. [109] relataram um forte efeito citotóxico contra as células 
Jurkat de seis flavonoides, a pseudarflavona A (150), a 6,7-(2″,2″-
dimetilcromano) flavanona (151), a 6-prenilpinocembrina (152), a boeravinona L 
(153), a desmoxifilina A (154) e a 7-benziloxi-6-prenilpinocembrina (155) 
(Figura 23) isolados da Pseudarthria hookeri Wight & Arn.  
42 
 
 
 
 
 
Figura 23 - Compostos isolados da Pseudarthria hookeri com atividade 
citotóxica 
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No trabalho desenvolvido por Vukovic et al. [110] foi determinada a 
atividade citotóxica in vitro de onze flavonoides isolados do extrato metanólico 
de propólis frente a linhagem celular de cólon humano HCT-116 (que tem baixa 
capacidade invasiva) e a linhagem celular de mama humano MDAMB-231 
altamente proliferativa. Destes onze, a luteolina (156) e a miricetina (157) 
(Figura 24) tiveram um efeito citotóxico significativo após 72 horas de 
tratamento. Com estes estudos, os autores demonstraram que os flavonoides 
possuem atividade antiproliferativa in vitro, mesmo ainda não conseguindo 
esclarecer quanto à relação da estrutura destes flavonoides e seus efeitos 
biológicos nestas células. 
 
Figura 24 - Compostos isolados de propólis com atividade citotóxica 
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Quatro flavonoides, a luteolina 6,8-di-C-β-glicopiranosídeo (158), a 
luteolina 8-C-β-glicosídeo (159), a quercetina 7-O-β-glicopiranosídeo (160) e a 
agatisflavona 7,7’’,4’,4’’’-tetra-metil éter (161) (Figura 25), isolados do extrato 
metanólico das partes aéreas de Erucaria hispanica (L.) Druce, pertencente a 
família Brassicaceae, apresentaram atividade citotóxica frente a linhagem 
celular de carcinoma humano de colo uterino (HELA) [111].  
 
Figura 25 - Compostos isolados de Erucaria hispanica com atividade citotóxica 
O
OOH
HO
OH
OH
R2
R1
O
OOH
GliO
OH
OH
OH
 
                   (158) R1=R2=Gli                                           (160) 
                   (159) R1= H, R2=Gli                                            
O
OOH
H3CO
OCH3
O
OOH
H3CO
OCH3
 
(161) 
 
Estudos realizados por Souza et al. [112] revelaram a atividade 
citotóxica frente as linhagens celulares de gliomas de três flavonoides 
majoritários identificados no extrato hidroetanólico da espécie Achyrocline 
satureioides (Asteraceae), a luteolina (156), quercetina (162) e quercetina-3-O-
metil (163). Neste trabalho, o extrato de A. satureioides mostrou seletividade na 
redução da proliferação de células do glioma e indução de apoptose se 
comparado aos modelos normais do sistema nervoso central testados. Por sua 
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vez, os compostos puros mostraram efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos 
a um IC50 de aproximadamente 10 μM. O tratamento das células com 
combinações de flavonoides (1 μM em ensaios clonogênico e 5 μM em ensaios 
de viabilidade celular / caspase-3/7) indicaram que estes compostos podem 
atuar por efeitos aditivos em gliomas, mas são necessários estudos de 
mecanismos moleculares envolvidos em sua atividade antiproliferativa. 
 
Figura 26 - Compostos identificados da Achyrocline satureioides com atividade 
citotóxica 
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Tendo como base esses e muitos outros estudos relatados na literatura 
sobre as atividades biológicas de flavonoides é que se pode perceber a 
importância na investigação dessa classe de compostos para o conhecimento e 
a relação de suas atividades [113-115]. 
 
 
2.3.1 Biossíntese de Flavonoides 
 
Os flavonoides são provenientes de uma rota biossintética mista, sendo 
que uma parte do esqueleto flavonoídico é o fenilpropanóide (C6-C3) derivado 
do ácido chiquímico, um importante intermediário na biossíntese de 
substâncias aromáticas em plantas, e a outra da acetil coenzima A (acetil-CoA) 
(Figura 27) [100, 101, 104].  
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Figura 27 - Biossíntese de Flavonoides [116] 
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O ácido chiquímico, precursor inicial da síntese dos flavonoides, produz 
a fenilalanina, que é um aminoácido, através de uma série de reações 
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enzimáticas. Inicialmente, o ácido chiquímico sofre uma reação de fosforilação 
com ATP-dependente produzindo o ácido 3-fosfato chiquímico. Este, por sua 
vez, combina com a enzima PEP em uma reação de adição-eliminação, 
catalisada pela enzima EPSP sintase (5-enol-piruvil-chiquímico 3-fosfato), 
formando o ácido 5-enol-piruvil-chiquímico 3-fosfato (EPSP). O EPSP é, 
posteriormente, transformado em ácido corísmico através de uma eliminação 
1,4 de ácido fosfórico. Por sua vez, o ácido corísmico passa por um rearranjo 
de Claisen promovido pela enzima corismato mutase produzindo o ácido 
prefênico [116].  
A formação da fenilalanina via ácido prefênico ocorre através de duas 
reações: a aromatização descarboxilativa e a transaminação. Assim, a 
aromatização do ácido prefênico produz o ácido fenilpirúvico e a transaminação 
com a enzima PLP-dependente conduz a formação da fenilalanina. Pela ação 
da fenilalanina amônio liase (PAL) este aminoácido, por sua vez, é 
transformado em ácido cinâmico, levando a eliminação da molécula de amônia 
da cadeia lateral. O ácido cinâmico sofre uma hidroxilação por ação da enzima 
4-hidroxilase cinamato produzindo o ácido p-cumárico, o qual reage com a 
coenzima A (CoA), catalisada pelo p-cumarato-CoA liase, originando a p-
cumaroil-CoA. Esta, por sua vez, sofre uma reação de descaboxilação 
oxidativa com eliminação de três moléculas de CO2 ao reagir com três 
moléculas do estér CoA do ácido malônico (malonil-CoA), em que três 
unidades de C2 são adicionados via malonato formando um poliacetato [98, 
116-118]. 
Em seguida, ocorre uma reação de condensação de Claisen 
intramolecular, catalisada pela enzima chalcona sintase, seguido de um 
equilíbrio ceto enólico formando a chalcona, que é o precursor inicial de toda a 
classe dos flavonoides. Por fim, um ataque nucleofílico em uma reação do tipo 
Michael, em que ocorre o ataque do grupo OH a uma cetona α, β insaturada, 
forma o anel C com a ciclização do anel da chalcona pela ação da enzima 
chalcona isomerase, gerando a flavanona (naringenina) como o núcleo básico 
de todos os flavonoides. Esta flavanona, através de uma série de reações 
enzimáticas como alquilação, oxidação e redução, gera os diversos tipos de 
flavonoides. Assim, nos flavonoides o anel A é formado via acetil-CoA, o anel B 
via ácido chiquímico e o anel C deriva do fosfoenolpiruvato, que pode ser um 
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pirano heterocíclico, como no caso de flavanóis (catequinas) e antocianidinas, 
ou pirona, como nos flavonóis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, que 
possuem um grupo carbonila na posição C-4 do anel C, compreendendo as 
principais classes dos flavonoides [98, 116-118]. 
 
 
2.4 Espécie Croton grewioides Baill. 
 
Croton grewioides é exclusiva do semi-árido brasileiro, conhecida 
popularmente como “canelinha”, “caatinga de cheiro” ou “canelinha-de-cheiro” 
devido ao aroma exalado por suas folhas. Um levantamento etnobotânico no 
nordeste do Brasil mostrou que o chá das folhas e galhos dessa espécie tem 
sido utilizado para o tratamento de gripes, no combate a tosse, febre e cefaleia 
[119].  
Encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Minas Gerais, 
Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe, regularmente em 
solos arenosos [62, 68, 120, 121], apresenta porte arbustivo que cresce a uma 
altura de 1,5 m em vegetação rochosa. Apresenta glândulas acropeciolares, 
estipitadas e pateliformes e sépalas de ambos os sexos, revestidas por 
glândulas punctiformes translúcidas, com floração ocorrendo em fevereiro e 
março e frutificação em abril e maio [62, 67]. 
A maioria dos estudos químicos desta espécie é baseada em óleos 
essenciais e em suas atividades biológicas. Figueiredo et al. [120] estudaram a 
bioatividade do óleo essencial de C. grewioides no controle da mosca do 
mediterrâneo (Ceratitis capitata). Os resultados deste estudo demonstraram 
que o óleo aumentou significativamente a mortalidade das pupas. 
Silva et al. [67] realizaram a identificação de 22 componentes químicos 
do óleo essencial das folhas e dos caules de C. grewioides e verificaram a 
atividade inseticida contra Zabrotes subfasciatus (Boheman). Dos 22 
compostos identificados apenas o (E)-anetol (65,5% para as folhas e 47,8% 
para os galhos), o metil eugenol (10,6% para as folhas e 4,6% para os galhos) 
e o (E)-metil isoeugenol (30,0% para os galhos e 4,7% para as folhas) foram 
encontrados simultaneamente no óleo essencial das folhas e caules. Os 
resultados para a atividade inseticida revelaram que os óleos essenciais de C. 
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grewioides mostraram ser agentes fumigantes, e que poderiam ser usados 
para o controle da praga. 
 Silva et al. [68] investigaram o potencial toxicológico do extrato etanólico 
de C. grewioides, utilizando modelos comportamentais e farmacológicos in 
vivo. Os resultados foram negativos para toxicidade, apresentando apenas 
atividade antidiurética em ratos.  
O óleo essencial de C. grewioides e o principal composto encontrado o 
α-pineno (164) (Figura 28) foram avaliados frente às linhagens SA-1199B e IS-
58 de Staphylococcus aureus. Os resultados sugerem que tanto o óleo 
essencial quanto o α-pineno são uma fonte de adjuvantes dos antibióticos 
[122]. 
 
Figura 28 - Principal composto encontrado no óleo essencial de C. grewioides 
 
                                                    (164) 
 
O levantamento bibliográfico exaustivo sobre estudos fitoquímicos de 
Croton grewioides com ênfase nos compostos fixos, foi possível encontrar 
apenas uma Tese de Doutorado de Viviane Medeiros [66] que descreve o 
estudo do extrato etanólico desta espécie mostrando o isolamento de nove 
derivados de diterpenos, a ent-2-oxo-cleroda-3,13-dien-15α,16-olideo-21-ato 
(grewiona A) (165), ent-2-oxo-cleroda-3,13-dien-15β,16-olideo-21-ato (grewiona 
B) (166), velamona (15), velamolona (16), ácido grewioico (167), 2-oxo-5α,8α-
cleroda-3,13-dien-15,16-olideo (168), ácido patagônico (169), ácido caurenoico 
(ácido ent-caur-16-en-19-oico) (170) e ent-7α-acetoxitraquiloban-18-oico (171); 
um derivado de esteroide, estigmast-4-en-3-ona (155) e três derivados 
fenólicos, ferulato de octila (172), metil eugenol (173), 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-
acetofenona (174) (Figura 29) [66]. 
 
 
 
49 
 
 
 
 
 
Figura 29 – Compostos isolados de C. grewioides 
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Dentro deste contexto, esse trabalho tem como um dos objetivos 
contribuir para o conhecimento químico dos compostos fixos desta espécie, 
bem como de seu potencial biológico. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 Geral 
  
 Estudar acessos de Croton grewioides do ponto de vista químico e 
farmacológico   
 
 
3.2 Específicos 
 
 Estabelecer o perfil cromatográfico dos extratos hidroalcoólico, aquoso e 
metanólico das folhas de quatro acessos de Croton grewioides; 
 Investigar a influência da época de coleta sobre o perfil cromatográfico; 
 Realizar análises quimiométricas dos cromatogramas fingerprint; 
 Isolar os constituintes majoritários do extrato aquoso; 
 Identificar os constituintes isolados;  
 Verificar o potencial citotóxico e anticolinesterásico in vitro dos extratos e 
partições a partir dos extratos metanólicos.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
 
4.1 Materiais e Equipamentos 
 
 Estufa de circulação forçada - modelo Marconi ML35. 
 Balança analítica - modelo APX-200 da marca Denver Instrument 
Company. 
 Ultra Freezer – da marca Liotop e geladeira da marca Electrolux.        
 Liofilizador - modelo L101 da marca Liotop. 
 Acetonitrila grau HPLC (Tedia, Fairfield, OH, EUA). 
 Metanol grau HPLC (J.T. Baker, Philipsburg, PA, EUA). 
 Etanol grau HPLC (PanReac, Espanha). 
 Ácido fórmico 88% (v/v) (J.T. Baker, Philipsburg, PA, EUA) de grau 
analítico. 
 Hexano PA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) de grau analítico. 
 Água deionizada – (Milli-Q, modelo Gradient Millipore, São Paulo, SP, 
Brasil). 
 Rota evaporador R-3, da marca Buchi, acoplado a uma bomba a vácuo 
de mesma marca, modelo V-700; com um sistema de refrigeração da 
marca Microquímica Equipamentos Ltda (modelo MQBTC99-20). 
 Mini centrífuga modelo minispin-plus (marca - Eppendorf AG Hamburg-
Alemanha). 
 Ultrasonicador da marca Unique - modelo Ultracleaner1600A. 
 Placa aquecedora Fisatom modelo 752A, Brasil. 
 Cartucho de SPE C18 com capacidade de 1 mL e 100 mg de adsorvente, 
da marca J.T. Baker (40 μm APD, 60Å).  
 Bomba a vácuo DIAPUMP® (FANEM, SP, Brasil) acoplada a um 
manifold a vácuo de 12 portas (Phenomenex). 
 Colunas Cromatográficas: coluna analítica C18 LUNA® (5 μm, 250 x 4,6 
mm, Phenomenex) acoplada a uma coluna guarda; coluna analítica 
hexil-fenil LUNA® (10 μm, 150 x 4,6 mm, Phenomenex), coluna analítica 
C18 KINETEX® (5 μm, 250 x 4,6 mm, Phenomenex) e coluna 
semipreparativa hexil-fenil LUNA® (10 μm, 250 x 10 mm, Phenomenex). 
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 Capilar de sílica fundida (300 x 0,375mm x 100 μm di), tendo a enzima 
AChE imobilizada covalentemente em sua superfície interna. 
 Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis, 
MO, EUA). 
 Leitora de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, 
CA, EUA). 
 Doxorrubicina (pureza ≥ 95%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratório 
IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina). 
 Alamar blue (resazurina, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA). 
 Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA). 
 Enzimas AChE de peixe elétrico, Tipo V-S (Sigma-Aldrich, C2888). 
 Metanol deuterado (99,8% de Deutério, Acros Organics). 
 
 
4.2 Sistemas Cromatográficos 
 
 Cromatógrafo a líquido da marca SHIMADZU (Quioto, Japão), 
modelo Prominence, composto por: sistema binário de bombas LC-
6AD, degaseificador DGU-20A3R, coletor de frações FRC-10A, auto 
injetor SIL-20A, detector espectrofotométrico UV-Vis de comprimento 
de onda SPD-20A conectado a uma interface CBM-20A e forno de 
colunas CTO-20A. (Sistema Semi-preparativo); 
 
 Cromatógrafo a líquido da marca SHIMADZU (Quioto, Japão), 
modelo Prominence, composto por: sistema binário de bombas LC-
20AT, degaseificador DGU-20A3, auto injetor SIL-20AHT, detectores 
espectrofotométrico UV-Vis com arranjo de diodos SPD-M20A e 
ELSD conectado a uma interface CBM- 20A e forno de colunas CTO-
20A. (Sistema Analítico); 
 
 Cromatógrafo líquido Nexera XR equipado com duas bombas de alta 
pressão modelo LC-20ADXR e LC-20AD, câmara de mistura modelo 
MR180uLII (volume interno de 180 uL), degaseificador de membrana 
modelo DGU-20A3R, injetor automático SIL-20A, detector 
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espectrofotométrico com arranjo de diodos SPD-M20A, forno de 
colunas modelo CTO-20A e uma interface SHIMADZU CBM-20A. O 
equipamento está acoplado a um espectrômetro de massas Bruker 
modelo AmaZon Speed com fonte tipo Electrospray Ion Source (ESI), 
duplo funil de íons e analisador do tipo Ion Trap controlado pelo 
software Compass 1.7 (Sistema Nexera XR). 
 
 
4.3     Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear 
 
 Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear de 600 MHz na 
frequência do hidrogênio (14,1 Tesla) da Bruker modelo UltraShield 
Plus 600, equipado com crioplataforma (cryofit), sonda criogênica 
com módulo ATMA (Automatic Tunning Matching) de 5 mm e 
gradiente em Z (CPTCI 1H-13C/15N/D Z-GRD) e unidade de controle 
de temperatura variável BVT 3000 (BCU 05). 
 
 
4.4 Material Botânico: Coleta das Folhas e Armazenamento  
 
Quatro acessos da espécie Croton grewioides (nomeados de 101, 107, 
113 e 126), com cadastro no SisGen nº A8CCB3B, coletados nos municípios 
de Poço Verde e Poço Redondo, ambos no Estado de Sergipe (Tabela 2), 
foram cultivados no Campus Experimental, da Universidade Federal de 
Sergipe, sob a supervisão do Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank, do Laboratório de 
Culturas de Tecidos Vegetais e Melhoramento Vegetal, do Departamento de 
Engenharia Agronômica (DEA). Esses acessos tiveram suas exsicatas 
depositadas no Herbário da UFS. 
As folhas dos quatro acessos foram coletadas no Campus Experimental 
no dia 20 de junho de 2016 (inverno) e no dia 24 de janeiro de 2017 (verão) 
(Figura 30).  
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Figura 30 - Foto da espécie C. grewioides Baill. [Inverno (A) e Verão (B)] 
                (A)                                                                  (B) 
Fonte: Vilma M. de Jesus Prado                            
 
   Tabela 2- Dados dos acessos da espécie C. grewioides 
Acesso 
 
Origem 
(Município, Estado, País) 
Dados 
georreferenciados 
Voucher 
101 Poço Verde, Sergipe, Brasil 10º55'17.8"S; 37º06'04.1"W 28256 
107 Poço Redondo- Serra da 
Guia, Sergipe, Brasil 
09º58'06.5"S; 37º51'48.4"W 25138 
113 Poço Redondo- Serra da 
Guia, Sergipe, Brasil 
09º58'06.9"S; 37º51'49.1"W 28251 
126 Poço Redondo- Serra da 
Guia, Sergipe, Brasil 
09º57'55.6"S; 37º51'49.8"W 23259 
 
Após a coleta, a secagem das folhas foi feita por 3 dias em estufa de 
circulação forçada a 50ºC e acondicionadas em frascos de vidro com tampa 
rosqueável (Figura 31). 
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Figura 31- Folhas secas dos quatro acessos de C. grewioides das duas coletas 
(inverno e verão) 
 
Fonte: Vilma Menezes de Jesus Prado 
 
 
4.5 Preparação dos Extratos de Croton grewioides 
 
Foram preparados os extratos hidroalcoólico, aquoso (chá preparado na 
forma de decocção) e metanólico das folhas de quatro acessos de C. 
grewioides a partir de duas coletas: inverno e verão. 
A preparação do extrato hidroalcóolico foi feito pelo método de 
maceração, em que 2 g das folhas secas foram deixadas em repouso, por 24 h, 
em uma mistura de 50 mL de etanol (grau HPLC) e 50 mL de água ultrapura 
(Milli-Q Gradient Millipore, São Paulo, SP, Brasil) em um erlenmeyer. Após 
esse tempo foi feito uma filtração simples e o solvente orgânico evaporado em 
um rotaevaporador à pressão reduzida. A solução aquosa restante foi levada 
ao congelador e, posteriormente, liofilizada pelo período de 24h sob as 
seguintes condições: temperatura -54ºC e pressão abaixo de 90 µHg. 
O extrato aquoso foi obtido pela preparação do chá na forma de 
decocção. Assim, 200 mL de água ultrapura (Milli-Q Gradient Millipore, São 
Paulo, SP, Brasil) foram levados a ebulição em um béquer sob uma placa de 
aquecimento. Neste momento, 2 g de folhas secas foram adicionados ao 
béquer, deixando sob fervura por mais 1 min e 30 s. Após este tempo, o béquer 
foi retirado da placa aquecedora e deixado em repouso por 10 minutos para, 
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em seguida, ser realizada uma filtração simples com papel de filtro. O filtrado 
foi congelado para ser liofilizado pelo período de 24h sob as seguintes 
condições: temperatura -54ºC e pressão abaixo de 90 µHg. 
A preparação do extrato metanólico foi realizada pelo método de 
maceração, em que 2 g das folhas secas foram deixadas em repouso, por 24 h, 
em 100 mL de metanol (grau HPLC) em um erlenmeyer. Em seguida, a mistura 
foi filtrada e o solvente foi eliminado em um evaporador rotatório sob pressão 
reduzida e temperatura de 50ºC. 
Até serem utilizados para as análises, os referidos extratos foram 
acondicionados em um freezer. 
 
 
4.6 Preparo das Amostras Para Análise Cromatográfica 
 
 
4.6.1 Extração em Fase Sólida (SPE- Solid Phase Extraction) 
   
Os extratos foram submetidos ao processo de clean-up (limpeza) por 
extração em fase sólida (SPE) antes das análises por cromatografia líquida. O 
extrato metanólico foi utilizado para otimização das condições de análise por 
apresentar uma coloração esverdeada mais intensa, o que evidenciou uma 
maior presença de clorofila. O acesso 126 da coleta de inverno foi escolhido 
para a realização desta otimização por apresentar uma maior quantidade de 
folhas. Para isso, foram dissolvidos 10 mg do extrato metanólico em 1 mL de 
metanol, obtendo uma solução na concentração de 10 mg/mL. Os extratos 
hidroalcoólicos e aquosos foram dissolvidos em 1 mL de 60% de metanol em 
água e 40% de metanol em água, respectivamente. As soluções foram 
agitadas por alguns segundos antes de serem centrifugadas a 13300 rpm 
(11866 força G) por 5 minutos. 
Dois procedimentos de clean-up desta amostra foram testados, sendo 
que as frações obtidas foram analisadas por CLAE: 
1º Método: O cartucho foi condicionado com 1 mL de metanol, seguido 
de 1 mL de água. Posteriormente, foram aplicados 500 μL da solução do 
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extrato (10 mg/mL) a qual foi eluída sequencialmente com 1 mL das soluções: 
80% MeOH:H2O, 90% MeOH:H2O e 100% MeOH, gerando três frações. 
2º Método: O cartucho foi condicionado com 1 mL de metanol, seguido 
de 1 mL de água. Posteriormente, foram aplicados 500 μL da solução do 
extrato (10 mg/mL) a qual foi eluída sequencialmente com 1 mL das soluções: 
50% MeOH:H2O, 80% MeOH:H2O e 100% MeOH, gerando três frações. 
 
 
4.6.2 Condições Analíticas do Perfil Cromatográfico 
 
Para as análises por cromatografia líquida de alta eficiência, foram 
utilizados dois sistemas de cromatografia: Sistema Semi-preparativo e 
Sistema Analítico (seção 4.2). As frações eluídas com 50% MeOH:H2O (do 2º 
Método) de cada um dos extratos foram transferidos para os vials de análise.   
A melhor condição de separação cromatográfica foi obtida no Sistema 
Analítico, utilizando uma coluna analítica Kinetex C18 (5 μm, 250 x 4,6 mm, 
Phenomenex) acoplada a uma coluna guarda de mesma fase, temperatura do 
forno da coluna de 25ºC e detecção espectrofotométrica em λ= 320 nm. As 
amostras foram analisadas utilizando um sistema de eluição gradiente em 
modo reverso, com fase móvel constituída por ACN (B) e solução de ácido 
fórmico 0,5% (v/v) (A), com a seguinte inclinação: 5 a 15% (B) em 8 min, 15 a 
19% (B) em 15 min, 19 a 24% (B) em 10 min, isocrático em 24% por 10 min, 24 
a 100% (B) em 15 min, e mantida isocrático em 100% (B) por 10 min. Ao 
término da corrida cromatográfica foi feito um gradiente de retorno de 100 a 5% 
em 15 min e o tempo de espera para o recondicionamento da coluna foi de 40 
min. A vazão da fase móvel foi de 1 mL/min e em cada análise foram injetados 
25 μL da solução, sendo que cada uma das 24 amostras foi analisada em 
quadruplicata, totalizando 96 análises cromatográficas. 
 
 
 
4.7      Análise Quimiométrica  
 
Para avaliar as semelhanças e diferenças entre os perfis cromato-
gráficos, foram aplicadas ferramentas quimiométricas exploratórias, com auxílio 
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do programa computacional Pirouette (v.4.0, Infometrix, EUA). Antes, porém, 
foi necessário o pré-tratamento dos dados (alinhamento dos picos) utilizando o 
algoritmo Correlation Optimised Warping (COW) [123] e posterior pré-
processamento (centrado na média) dos dados originais. O pré-tratamento dos 
dados foi realizado com o programa computacional Matlab (versão 2009a, The 
MathWorks, Natick, MA, EUA). 
Essa análise foi realizada pelo Prof. Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho, 
da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). 
 
 
4.8 Isolamento por Cromatografia Líquida Semi-preparativa de 
Compostos a Partir do Extrato Aquoso do Acesso 107 (coleta de verão) de 
C. grewioides e Identificação Estrutural  
 
Para o isolamento dos constituintes químicos de C. grewioides foi 
utilizado uma solução do extrato aquoso, preparado por decocção do acesso 
107 da coleta de verão, dissolvendo-se 60 mg em 1mL de uma mistura 
contendo 40% de metanol em água deionizada, resultando numa concentração 
de 60 mg/mL. Em seguida a solução foi submetida a centrifugação em 13300 
rpm (11866 força G) durante 5 min e transferido para o vial de análise. 
Após algumas otimizações a melhor condição de separação 
cromatográfica foi obtida em um cromatógrafo líquido da marca Shimadzu, 
Sistema Semipreparativo (seção 4.2), utilizando uma coluna semipreparativa 
hexil-fenil LUNA® (10 μm, 250 x 10 mm, Phenomenex), mantida a uma 
temperatura de 25ºC e detecção espectrofotométrica em λ= 320 nm. A 
separação foi feita utilizando um sistema de eluição gradiente em modo 
reverso, com fase móvel constituída por ACN (B) e solução de ácido fórmico 
0,5% (v/v) (A), com a seguinte inclinação: 5 a 28% (B) em 15 min, 18 a 37% (B) 
em 10 min, 37 a 60% (B) em 15 min, 60 a 100% (B) em 5 min, e mantida 
isocrático em 100% (B) por 10 min. Ao término da corrida cromatográfica foi 
feito um gradiente de retorno de 100 a 5% em 15 min e o tempo de espera para 
o recondicionamento da coluna foi de 25 min. A vazão da fase móvel foi de 4,0 
mL/min e o volume de injeção de 300 μL, sendo realizada um total de 35 
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injeções para o isolamento. Para a aquisição dos dados foi utilizado o software 
LC solution. 
A determinação estrutural dos compostos isolados foi feita a partir dos 
experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensionais 
[RMN 1H, Carbono-13, COSY, HSQC e HMBC (seção 4.3)], realizados no 
Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear do Departamento de Química 
da UFSCar (DQ-UFSCar), sob a supervisão do Prof. Dr. Antônio Gilberto 
Ferreira. 
 
 
4.9 Atividade Citotóxica 
 
Para a realização dos testes antitumorais, os extratos foram diluídos em 
DMSO puro estéril na concentração de 10 mg/mL e testados na concentração 
única de 50 µg/mL.  
Foram utilizadas células tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular 
humano) e HL-60 (leucemia promielocítica humana) doadas pelo Hospital A.C. 
Camargo, São Paulo, SP, Brasil, as quais foram cultivadas em frascos para 
cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL). Os meios utilizados foram 
RPMI 1640 e suplementados com 10% de soro bovino fetal. As células foram 
mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Diariamente 
acompanhava-se o crescimento celular com a utilização de microscópio de 
inversão. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia 
confluência necessária para renovação de nutrientes. Para a manutenção de 
células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células 
desprendessem das paredes dos frascos. As culturas de células apresentaram-
se negativas para micoplasma.  
Para avaliar a citotoxicidade dos compostos, o ensaio do Alamar blue foi 
realizado após 72 horas de exposição com os compostos testes.  
Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 poços (100 
µL/poço de uma solução de 0,3 x 106 células/mL para células em suspensão e 
0,7 x 105 células/mL para células aderidas). Após 24 horas de incubação, as 
amostras testes, dissolvidas em DMSO, foram adicionadas em cada poço e 
incubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na 
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concentração única de 25 µg/mL, enquanto o controle negativo recebeu a 
mesma quantidade de DMSO. Quatro horas antes do final do período de 
incubação, 20 µL da solução estoque (0,312 mg/mL) de Alamar blue 
(resazurina) foram adicionados a cada poço. As absorbâncias foram 
mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm 
(oxidado) utilizando uma leitora de placa [124]. Foram realizados dois 
experimentos independentes em triplicata. 
Os ensaios de atividades antitumorais foram realizados sob a supervisão 
do Professor Dr. Daniel Pereira Bezerra, da Fundação Oswaldo Cruz – 
FIOCRUZ-  Bahia. 
 
 
4.10     Atividade Anticolinesterásica 
 
Para a realização dos ensaios de inibição enzimática, as amostras foram 
submetidas à triagem de inibição pontual (uma única concentração testada) 
para a enzima acetilcolinesterase isoforma de peixe elétrico (eelAChE). Para 
isso, foram utilizadas as enzimas AChE (de peixe elétrico, Tipo VI-S) (Sigma-
Aldrich, C2888) imobilizadas covalentemente em capilar de sílica fundida (30 
cm x 0,375mm x 100 μm d.i.) sendo denominadas ICER-AChEeel [47, 125, 126]. 
No processo de imobilização foi utilizada uma solução contento 2 
unidades de enzima para 1 mL, sendo o valor de Kmapp (70 μM), a constante 
de Michaelis-Menten (concentração do substrato ACh onde se obtém uma 
velocidade inicial de reação igual à metade da velocidade máxima de catálise 
enzimática), determinado utilizando concentrações crescentes do substrato 
acetilcolina (0,25 a 150 μM). Assim, para a realização dos ensaios de inibição 
foi utilizada ACh na concentração de 70 μM. 
O ICER-AChEeel foi utilizado como um biorreator enzimático acoplado a 
um sistema de cromatografia líquida/espectrometria de massas (Sistema 
Nexera XR, seção 4.2) formando um sistema on-flow para a realização de 
ensaios de screening de inibidores enzimáticos. Neste sistema a reação 
enzimática foi monitorada pela quantificação direta do produto da hidrólise 
enzimática da acetilcolina (ACh) a colina (m/z 104), sendo comparada com 
atividade da galantamina como inibidor padrão.  
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Para o screening de inibição enzimática pontual foi empregada fase 
móvel constituída por uma solução de acetato de amônio 15 mM em pH 8,0 na 
vazão de 0,05 mL/min; utilizando volume de injeção de 10 μL de uma solução 
contendo 70 μM de ACh e 200 μg/mL de cada extrato avaliado como inibidor. O 
inibidor padrão (galantamina) foi utilizado na concentração de 100 μM. O ICER-
AChEeel foi previamente preparado e utilizado para o ensaio anticolinesterásico 
de acordo com protocolo do Laboratório de Cromatografia de Bioafinidade e 
Produtos Naturais, da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão 
Preto – USP [47, 125]. 
Os percentuais de inibição foram obtidos comparando-se a área da 
banda cromatográfica para a colina considerando a atividade da enzima na 
presença do inibidor (Ai) com a área da banda da colina considerando a 
atividade da enzima na ausência de inibidor (A0), de acordo com a seguinte 
equação: 
% 𝐝𝐞 𝐢𝐧𝐢𝐛𝐢çã𝐨 = [𝟏 −
𝐀𝐢
𝐀𝟎
] 𝐱 𝟏𝟎𝟎 
As soluções estoques (5 mg/mL) de cada amostra testada foram 
preparadas em solventes adequados de acordo com seu método de obtenção. 
Amostras preparadas por decocção foram solubilizadas em água ultrapura, as 
amostras hidroalcoólicas em uma solução hidroalcoólica 1:1 (v/v) 
metanol/água, as amostras metanólicas (extratos e partições) em metanol e as 
partições hexânicas, em hexano. A dissolução de cada amostra para o preparo 
da solução estoque foi auxiliada por ultrassom durante 5 min a temperatura 
ambiente. Na sequência, cada solução foi centrifugada por 5 min a 10000 rpm 
(6708 força G). As soluções de trabalho a serem utilizadas (concentração de 2 
mg/mL) foram preparadas pela diluição das soluções estoques com água 
ultrapura. 
A partir de cada solução de trabalho dos extratos (2 mg/mL), foram 
pipetados 10 μL (concentração final 200 μg/mL) e misturados com 20 μL da 
solução de acetilcolina (concentração final 70 μM) e 70 μL da solução de 
acetato de amônio 15 mM em pH 8,0. O volume final do meio reacional foi de 
100 μL. As soluções foram preparadas em duplicatas e alíquotas de 10 μL 
foram injetadas no ICER-AChEeel. 
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Entre a análise de cada amostra foi realizado um controle positivo, que 
consiste na avaliação da atividade enzimática sem o extrato candidato a 
inibidor, sendo o meio reacional composto por 70 μL da solução de acetato de 
amônio 15 mM em pH 8,0, 20 μL da solução de ACh e 10 μL de água ultrapura.  
Adicionalmente, após o ensaio de cada amostra, foi realizado um 
controle negativo, que consiste da avaliação de cada extrato na presença da 
ACh, porém utilizando um reator sem a enzima imobilizada. Esse ensaio é 
realizado para avaliar a interferência do extrato na hidrólise espontânea da 
ACh. 
Os ensaios de atividades anticolinesterásicas foram realizados sob a 
supervisão da Profa. Dra. Carmen Lúcia Cardoso e da Dra. Claudia Seidl, do 
Departamento de Química, da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras da 
USP-Ribeirão Preto. 
 
 
4.11     Extração Líquido-Líquido dos Extratos Metanólicos de C. 
grewioides  
 
  Uma alíquota (40 mg) do extrato metanólico de cada uma das 
duas coletas (inverno e verão) foi dissolvida em 4 mL de metanol e colocada 
em um funil de separação. Em seguida, 4 mL de hexano foram adicionados e o 
funil foi agitado para remover compostos com menor polaridade do extrato 
metanólico. As duas fases foram drenadas, separadamente, em um frasco 
limpo de fundo redondo para evaporação do solvente via evaporador rotatório 
sob pressão reduzida. Esta extração com hexano foi realizada em triplicata, 
obtendo-se cerca de 10 e 25 mg da partição hexânica e metanólica, 
respectivamente. Essas duas partições (metanólica e hexânica) foram testadas 
frente as células tumorais (HepG2 e HL-60) e frente a enzima 
acetilcolinesterase. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 Preparação dos Extratos  
 
Os acessos de Croton grewioides Baill. (101, 107, 113 e 126) deste 
trabalho pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG), da Universidade 
Federal de Sergipe, onde um dos objetivos é a criação e manutenção da 
diversidade genética a partir de algumas espécies de plantas para prevenir a 
perda destes recursos e permitir identificar o acesso mais representativo e/ou 
mais promissor do ponto de vista farmacológico. 
Neste trabalho foram empregados três métodos de extração distintos 
(hidroalcoólico, aquoso na forma de decocção e metanólico) com o interesse 
em verificar as diferenças e semelhanças entre eles. Os rendimentos dos 
extratos obtidos a partir das folhas de quatro acessos de C. grewioides (101, 
107, 113 e 126), coletadas no inverno e verão, estão apresentados na Tabela 
3. 
 
Tabela 3 - Rendimento dos extratos das folhas dos acessos de C. grewioides 
Acesso Aquoso Hidroalcóolico Metanólico 
 Inverno 
Massa 
(mg) 
Verão 
Massa 
(mg) 
Inverno 
Massa 
(mg) 
Verão 
Massa 
(mg) 
Inverno 
Massa 
(mg) 
Verão 
Massa 
(mg) 
101 427,9 598,8 265,0 347,4 292,9 528,6 
107 445,4 599,7 200,9 249,4 297,5 432,8 
113 432,5 596,7 245,5 326,5 276,3 493,7 
126 418,3 567,0 226,3 285,5 300,7 458,9 
 
 
Considerando os extratos obtidos por maceração a frio (metanólico e 
hidroalcoólico), foi possível verificar que o extrato metanólico apresentou maior 
rendimento em comparação com o extrato hidroalcoólico.  
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Além disso, o efeito da sazonalidade em relação à quantidade de massa 
extraída foi evidenciado nos três métodos de extração, pois os extratos 
realizados com as folhas coletadas no verão apresentaram maior rendimento 
em relação aqueles provenientes das folhas coletadas no inverno. Este 
resultado pode estar relacionado com o aumento na produção de metabólitos 
secundários pela planta em decorrência de um estresse, ou seja, a 
intensificação dos raios UV durante o verão [8]. 
 
 
5.2 Desenvolvimento dos Cromatogramas Fingerprint 
 
 
5.2.1 Otimização das Condições Cromatográficas de Análise por CLAE dos 
Extratos de C. grewioides 
 
Após a coleta do material vegetal, foi iniciado o preparo do extrato 
hidroalcoólico da coleta de inverno. Com este material foram feitas as primeiras 
otimizações das condições de análise por cromatografia líquida, enquanto os 
demais extratos eram preparados, o aquoso e o metanólico. 
É importante ressaltar que os testes iniciais (exploratório) e otimizações 
foram realizados em um cromatógrafo líquido Sistema Semi-preparativo 
(descrito na seção 4.2), pois o Sistema Analítico (seção 4.2), não estava 
disponível. As replicatas dos extratos foram realizadas em um cromatógrafo 
líquido Sistema Analítico (descrito na seção 4.2). 
Segundo preconiza Snyder et al. [127], ao iniciar a análise de uma 
amostra desconhecida é aconselhável realizar uma análise cromatográfica 
utilizando um gradiente exploratório linear de 5 a 100% de ACN:H2O em 60 min 
em uma coluna de fase estacionária C18 e uma vazão de 2 mL/min de forma a 
se obter uma visão ampla dos tipos de constituintes químicos que podem estar 
presentes na amostra. 
Para otimização das condições de análise foram avaliados os seguintes 
fatores: natureza do modificador orgânico (acetonitrila ou metanol), fase 
estacionária (C18 ou hexil-fenil) e o uso de água pura ou levemente acidificada 
com ácido fórmico (0,5%) como componente da fase móvel. As colunas de fase 
66 
 
 
 
 
 
estacionária C18 e hexil-fenil foram escolhidas para as análises por serem as 
únicas disponíveis em nosso laboratório e as mais comuns em análises de 
extratos de plantas principalmente considerando as classes de metabólitos 
comumente encontradas em espécies deste gênero.  
O acesso 126 do extrato hidroalcoólico (coleta de inverno) foi utilizado 
para os testes de otimização das condições cromatográficas por ter sido 
possível a coleta de uma maior quantidade de suas folhas. Vale ressaltar que 
nessas otimizações não foi necessário o tratamento prévio do extrato por SPE 
(Extração em fase sólida, do inglês Solid Phase Extraction) para extração da 
clorofila, pois este se apresentou com uma coloração amarelada.  
Antes de realizar a otimização das condições analíticas a amostra foi 
submetida ao gradiente exploratório com a vazão da fase móvel de 1,0 mL/min 
e volume de injeção da amostra de 25 μL (Tabela 4).  
Utilizando as condições descritas no item 4.2, foi possível selecionar os 
comprimentos de onda 254 e 280 nm, os quais são adequados para detectar 
as classes de compostos comumente encontradas neste gênero.   
 
Tabela 4 - Variações analíticas do gradiente exploratório do extrato 
hidroalcoólico do acesso 126 coleta de inverno 
Análise Fase Móvel Fase Estacionária ʎ (nm) 
1 ACN:H2O C18 Luna 254 e 280 
2 ACN:HCOOH(0,5%) C18 Luna 254 e 280 
3 MeOH:H2O C18 Luna 254 e 280 
4 MeOH:HCOOH(0,5%) C18 Luna 254 e 280 
5 ACN:H2O Hexil-Fenil 254 e 280 
6 ACN:HCOOH(0,5%) Hexil-Fenil 254 e 280 
7 MeOH:H2O Hexil-Fenil 254 e 280 
8 MeOH:HCOOH(0,5%) Hexil-Fenil 254 e 280 
 
 
Os cromatogramas das oito análises em modo exploratório estão 
apresentados na Figura 32. 
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Figura 32 - Cromatogramas obtidos das condições descritas na Tabela 4 do 
extrato hidroalcoólico do acesso 126 coleta de inverno  
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Dos cromatogramas obtidos, foi possível perceber que a utilização do 
metanol na fase móvel juntamente com a coluna hexil-fenil (condições 7 e 8) 
não seria uma boa escolha para posteriores otimizações, pois geraram perfis 
cromatográficos com menor resolução e com um menor número de bandas 
detectáveis. Conforme evidenciado nos cromatogramas 2, 4 e 6, a utilização da 
água acidificada na fase móvel proporciona a detecção de um número maior de 
bandas no início do cromatograma. 
Segundo Snyder e Dolan [128], a acetonitrila (ACN) deve ser a primeira 
alternativa para iniciar os testes de escolha da fase móvel no lugar do metanol, 
devido à mistura ACN/H2O possuir baixa viscosidade, resultando em um maior 
número de pratos teóricos e em pressões mais baixas na coluna. Assim, destas 
três condições (2, 4 e 6), a condição 4 foi descartada pois o cromatograma 
apresentou uma elevação maior da linha de base em relação as outras duas 
condições (condições 2 e 6). Foi possível verificar que as condições 2 e 6 
foram muito semelhantes, porém a condição 2 prevaleceu tomando como 
referência a melhor resolução das bandas do início do cromatograma e a 
utilização da fase estacionária C18, reforçando as observações de Lanças [129] 
que considera esta coluna como a primeira escolha para separações em fase 
reversa, pois mostra-se eficiente para separação de diversas classes de 
compostos, incluindo derivados fenólicos e insaturados [129].  
Caso a otimização desta condição não apresentasse bons resultados, 
seria possível tentar uma otimização com a condição 6. 
A Tabela 5 mostra os testes de otimização realizados a partir da 
condição 2, utilizando como fase móvel a acetonitrila e água levemente 
acidificada com 0,5% de ácido fórmico, variando-se a inclinação do gradiente 
na corrida cromatográfica, com vazão da fase móvel de 1,0 mL/min e volume 
de injeção da amostra de 25 μL. 
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Tabela 5 - Condições cromatográficas de análise para obtenção do perfil 
cromatográfico 
Análise Eluição 
Gradiente(B) 
Fase  
Estacionária 
Δ %B/min ʎ (nm) 
1 1) 5-24% em 15 min 
2) 24-42% em 25 min 
3) 42-60% em 15 min 
4) 60-100% em 10 min 
C18 Luna 1) 1,27 
2) 0,72 
3) 1,20 
4) 4,0 
254 e 
280 
 
2 
 
1) 5-24% em 18 min 
2) 24-29% em 15 min 
3) 29-35% em 15 min 
4) 35-42% em 10 min 
5) 42-56% em 2 min 
6) 56-100% em 10 min 
 
C18 Luna 
 
1) 1,05 
2) 0,33 
3) 0,4 
4) 0,7 
5) 7,0 
6) 4,4 
 
254 e 
280 
 
3 
 
1) 5-24% em 20 min 
2) 24-26% em 15 min 
3) 26-28% em 10 min 
4) 28-31% em 2 min 
5) 31-36% em 8 min 
6) 36-56% em 2 min 
7) 56-100% em 10 min 
 
C18 Kinetex 
 
1) 0,95 
2) 0,13 
3) 0,2 
4) 1,5 
5) 0,63 
6) 10,0 
7) 4,4 
 
254 e 
320 
 
4 
 
1) 5-15% em 7 min 
2) 15-24% em 15 min 
3)Isocrático em 24% por 10 min 
4) 24-26% em 10 min 
5) 26-27% em 1 min 
6) 27-28% em 5 min 
7) 28-69% em 2 min 
8) 69-100% em 10 min 
 
C18 Kinetex 
 
1) 1,43 
2) 0,6 
3) 0 
4) 0,2 
5) 1,0 
6) 0,2 
7) 20,5 
8) 3,1 
 
254 e 
320 
 
5 
 
1) 5-15% em 6 min 
2) 15-19% em 15 min 
3) 19-24% em 10 min 
4)Isocrático em 24% por 10min 
5) 24-26% em 2 min 
6) 26-28% em 5 min 
7) 28-78% em 2 min 
8) 78-100% em 10 min 
 
C18 Kinetex 
 
1) 1,67 
2) 0,27 
3) 0,5 
4) 0 
5) 1,0 
6) 0,4 
7) 25,0 
8) 2,2 
 
254 e 
320 
 
6 
 
1) 5-15% em 6 min 
2) 15-19% em 15 min 
3) 19-24% em 10 min 
4)Isocrático em 24% por 10 min 
5) 24-100% em 15 min 
 
C18 Kinetex 
 
1) 1,67 
2) 0,27 
3) 0,5 
4) 0 
5) 5,07 
 
254 e 
320 
 
7 
 
1) 5-15% em 8 min 
2) 15-19% em 15 min 
3) 19-24% em 10 min 
4)Isocrático em 24% por 10 min 
5) 24-100% em 15 min 
 
C18 Kinetex 
 
1) 1,25 
2) 0,27 
3) 0,5 
4) 0 
5) 5,07 
 
254 e 
320 
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Os cromatogramas das sete análises encontram-se na Figura 33. 
 
Figura 33 - Cromatogramas dos testes de otimização do extrato hidroalcoólico 
do acesso 126 (inverno) descritos na Tabela 5 
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A partir da condição escolhida para a otimização do perfil cromatográfico 
foi percebido que as regiões de alta (tempos de retenção entre 2 e 17 min) e de 
média polaridade (tempos de retenção entre 17 e 30 min) necessitavam de 
melhorias na linha de base, na resolução e na largura das bandas objetivando 
obter um fingerprint cromatográfico [11].  
Os cromatogramas obtidos pelo uso das condições 1 e 2 apresentaram 
discreta melhoria em relação ao exploratório. No entanto, foi percebido que ao 
tentar melhorar a resolução das bandas elas aumentavam sua largura não 
sendo apropriado para um perfil cromatográfico. Na tentativa de descobrir se o 
motivo da falta de resolução das bandas foi proveniente de problemas no 
equipamento, na coluna e/ou da complexidade da amostra, primeiramente foi 
testada a substituição da coluna por uma mais nova de mesma fase 
estacionária (C18 KINETEX®), mesmo tamanho de partícula, comprimento e 
diâmetro interno, diferindo apenas no tipo de partícula. A coluna LUNA® possui 
partículas a base de sílica totalmente porosas, enquanto que a KINETEX® 
possui partículas a base de sílica superficialmente porosas.  
O uso da nova coluna permitiu observar que os perfis cromatográficos 
(Figura 33) obtidos a partir da condição 3 mostraram melhoria da linha de base, 
da resolução e largura das bandas. Outros testes foram realizados com o 
intuito de aumentar a separação das bandas de média polaridade sem 
aumentar muito o tempo de análise, considerando que as amostras seriam 
feitas em quadruplicata.  
Além da mudança da coluna nas análises com as condições 3 a 7, foi 
modificado o comprimento de onda de detecção de 280 nm para 320 nm, 
mantendo o de 254 nm, pois o detector se limitava a dois comprimentos de 
onda na análise. 
Por fim, após alguns testes de otimização das condições de análise, o 
melhor perfil cromatográfico foi o da condição 7 (Tabela 5 e Seção 4.6.2),  
Durante as otimizações, a condição 3 (Tabela 5) foi utilizada para 
verificar a variação do perfil cromatográfico mudando-se a temperatura da 
coluna. As temperaturas testadas foram: 25, 30, 35 e 40ºC e os 
cromatogramas obtidos estão representados na Figura 34. 
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Figura 34 - Cromatogramas obtidos do extrato hidroalcoólico do acesso 126 
(inverno) a partir da condição 3 utilizando quatro temperaturas diferentes 
(Tabela 4)  
 
 
Observando os cromatogramas da Figura 34, foi possível perceber que o 
aumento da temperatura levou a perda da intensidade da maioria das bandas, 
no entanto com a intensificação das bandas entre os tempos de retenção 2 a 4 
min. Assim, a temperatura de 25ºC foi escolhida para a realização das análises 
posteriores com o objetivo de garantir a estabilidade na temperatura da coluna 
e sua reprodutibilidade durante as replicatas [130].  
Segundo Lanças [130], o aumento da temperatura diminui a viscosidade 
da fase móvel, permitindo uma redução no tempo de análise sem perda de 
eficiência da coluna devido a melhoria na transferência de massa entre a fase 
móvel e a fase estacionária. Além disso, ocasiona uma redução na retenção 
dos analitos, reduzindo a pressão do sistema e aumentando a eficiência da 
coluna, ou seja, aumenta o número de pratos teóricos e, consequentemente, 
leva a uma melhor separação das bandas cromatográficas [130]. Nas análises 
obtidas não houve melhoria na resolução entre as bandas com o aumento da 
temperatura. Este resultado pode estar relacionado a algumas limitações do 
uso de temperaturas mais elevadas durante as análises por cromatografia 
líquida, tais como o uso de uma fase móvel levemente acidificada e sua relação 
com a fase estacionária e a classe de compostos presentes na amostra.   
Para selecionar o comprimento de onda capaz de detectar o maior 
número de bandas cromatográficas, foi feita uma varredura selecionando os 
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valores 235, 254, 280, 300, 320, 335, 354 e 365 nm. Para obtenção desses 
cromatogramas foram necessárias quatro injeções, pois a cada análise foi 
possível a seleção de apenas dois comprimentos de onda, devido a utilização 
do Sistema Semi-Preparativo (seção 4.2). Esta seleção foi feita utilizando a 
condição 6 da amostra do extrato hidroalcoólico do acesso 126 (coleta de 
inverno), sendo obtido o cromatograma da Figura 35. 
 
Figura 35 - Cromatogramas obtidos na condição 6 (Tabela 5) variando os 
comprimentos de onda do detector  
 
 
O perfil cromatográfico obtido no comprimento de onda de 320 nm foi o 
que apresentou um maior número de bandas detectáveis. Desta forma, este 
comprimento de onda foi escolhido para a obtenção dos cromatogramas 
fingerprint. 
 
 
5.2.2 Otimização do Procedimento de Pré-tratamento (Clean-up) 
 
Devido a alta concentração de clorofila nos extratos metanólicos de C. 
grewioides observada pela intensidade da cor esverdeada da solução, foi 
necessário realizar um pré-tratamento (clean-up) utilizando o procedimento de 
extração em fase sólida (do inglês, Solid phase extraction, SPE) antes da 
análise cromatográfica, pois a presença da clorofila inviabiliza as análises por 
contaminar a coluna causando o aparecimento de bandas indesejáveis. Assim, 
para a obtenção do fingerprint os extratos hidroalcoólicos e aquosos também 
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passaram por esta etapa de clean-up, a fim de padronizar o procedimento 
experimental e permitir que seus cromatogramas sejam comparáveis. 
Desta forma, foram testados dois métodos de extração em fase sólida 
conforme descrito no item 4.6.1 (página 57). No primeiro método (Teste 1) 
foram coletadas três frações denominadas por 80% (MeOH/H2O), 90% 
(MeOH/H2O) e 100% MeOH. No segundo método (Teste 2) foram obtidas mais 
três frações as quais foram denominadas 50% (MeOH/H2O), 80% (MeOH/H2O) 
e 100% MeOH. 
Estas seis frações, oriundas do extrato metanólico do acesso 126 
(coleta de inverno), foram analisadas no cromatógrafo líquido, Sistema Semi-
preparativo (seção 4.2), utilizando a última otimização (condição 6) nas 
condições de 5 a 15% (B) em 6 min, 15 a 19% (B) em 15 min, 19 a 24% (B) em 
10 min, isocrático em 24% por 10 min, 24 a 100% (B) em 15 min, com fase 
móvel constituída por ACN (B) e solução de ácido fórmico 0,5% (v/v) (A), em 
uma coluna analítica C18 KINETEX® (5 μm, 250 x 4,6 mm, Phenomenex), com 
vazão de 1mL/min e volume de injeção de 25 μL. Os cromatogramas foram 
registrados nos comprimentos de onda: 254 e 320 nm, sendo que a melhor 
detecção foi em 320 nm (Tabela 6). 
 
Tabela 6 - Condições cromatográficas para obtenção do perfil das diferentes 
frações em SPE 
Análise Teste Fração SPE (%) ʎ (nm) 
1 1 80 (MeOH/H2O) 254 e 320 
2 1 90 (MeOH/H2O) 254 e 320 
3 1 100 (MeOH) 254 e 320 
4 2 50 (MeOH/H2O) 254 e 320 
5 2 80 (MeOH/H2O) 254 e 320 
6 2 100 (MeOH) 254 e 320 
 
 
Na Figura 36 estão apresentados os cromatogramas das análises das 
frações dos testes 1 e 2 (Tabela 6). 
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Figura 36 - Cromatogramas obtidos das frações dos testes 1 e 2 (Tabela 6)  
 (1)   (4)  
 (2)   (5)  
 (3)   (6)  
 
Os cromatogramas da Figura 36 evidenciaram que os compostos do 
extrato foram em sua maioria eluídos com a passagem da primeira solução em 
ambos os testes, a mistura 80% (MeOH/H2O) no teste 1 (cromatograma 1) e a 
mistura 50% (MeOH/H2O) no teste 2 (cromatograma 4), apresentando 
semelhança entre eles. No entanto, houve uma pequena melhoria na resolução 
das bandas na região de 30 minutos no cromatograma 4, sendo este o 
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selecionado para o pré-tratamento de cada uma das replicatas das amostras 
antes da análise cromatográfica.  
 
 
5.2.3     Aplicação da Condição Cromatográfica na Análise de Diferentes 
Acessos de Croton grewioides 
 
Até esta etapa do trabalho, as análises foram realizadas no 
cromatógrafo do Sistema Semi-preparativo. Os cromatogramas fingerprints 
foram obtidos no cromatógrafo do Sistema Analítico, utilizando a condição 7 da 
Tabela 5. 
Para fins de comparação do perfil cromatográfico entre os acessos, os 
cromatogramas foram plotados considerando os métodos de extração e as 
épocas de coleta (Figura 37).  
 
Figura 37 - Cromatogramas de quatro acessos dos três tipos de extração e das 
duas coletas  
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Observando a Figura 37, foi possível verificar as semelhanças dos perfis 
cromatográficos entre os extratos aquosos e hidroalcoólicos, diferenciando do 
extrato metanólico, porém essas semelhanças e diferenças serão melhor 
analisadas com a utilização de ferramentas quimiométricas como as análises 
de componentes principais. Além disso, o método desenvolvido apresentou ser 
apropriado para obtenção do perfil cromatográfico de todos os extratos. 
Para avaliar o efeito do método de extração e da época de coleta no 
perfil cromatográfico para cada acesso, na Figura 38 estão plotados os 
respectivos cromatogramas sobrepostos.  
 
Figura 38 - Cromatogramas comparando cada acesso nas diferentes extrações 
(decocção - preto, hidroalcoólico - vermelho e metanólico - azul) 
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Observando a Figura 38, é possível verificar que, independentemente do 
acesso, há uma semelhança entre os perfis cromatográficos dos extratos 
aquosos e hidroalcoólicos o que não é perceptível quando comparados aos 
seus respectivos extratos metanólicos. 
 Na Figura 39 estão plotados as quadruplicatas no comprimento de onda 
320 nm de cada um dos extratos dos acessos das diferentes extrações 
provenientes das duas coletas. 
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Figura 39 - Cromatogramas fingerprint (ʎ=320 nm) dos extratos dos quatro 
acessos de C. grewioides em quadruplicata  
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Extrato hidroalcoólico Inverno 
  
  
 
Extrato hidroalcoólico Verão 
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Extrato metanólico Inverno 
  
  
 
Extrato metanólico Verão 
  
  
 
Na Figura 39 foi possível observar uma boa reprodutibidade da 
metodologia desenvolvida, que é uma das formas de verificar a precisão do 
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método de separação. No entanto, a realização da análise de componentes 
principais avaliará melhor as similaridades e diferenças entre as 
quadruplicatas. 
 
 
 5.3  Análise Quimiométrica 
 
 
5.3.1  Análise de Componentes Principais 
 
A Análise de Componente Principal (PCA) é um método estatístico de 
múltiplas variáveis que visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados 
original. A utilização da PCA explica a correlação entre um número de variáveis 
em termos de um número menor de fatores subjacentes chamados 
componentes principais (PCs) sem perder muita informação. Este método 
permite a exploração de dados por projeção de amostras pela análise 
combinada dos gráficos de escores e loadings, que mostram informações 
sobre as amostras e variáveis, respectivamente, sem o conhecimento prévio da 
classificação da amostra ou a qual grupo específico pertence [23, 24].  
Observando a Figura 39 foi possível verificar algumas semelhanças e 
diferenças entre os cromatogramas das amostras analisadas, sendo difícil 
identificá-las ou até mesmo quantificá-las apenas por uma análise visual. 
Assim, para visualizar e interpretar os dados obtidos de forma mais eficiente foi 
aplicado a Análise de Componentes Principais, que possibilita a classificação e 
discriminação entre os fingerprints cromatográficos das amostras de C. 
grewioides. 
Antes de submeter os dados a PCA foi necessária uma etapa de pré-
tratamento e pré-processamento dos dados com o objetivo de adequar as 
amostras do conjunto de maneira a maximizar ou minimizar o efeito de certas 
variáveis no todo, ou seja, garantir a eficiência da análise multivariada. Os pré-
processamentos das variáveis podem ser feitos basicamente utilizando alguns 
métodos tais como: Normalizar os espectros, centrar os dados na média, 
derivar e suavizar utilizando o algoritmo de Savitzky-Golay e aplicar a correção 
de espalhamento multiplicativo (MSC, Multiplicative Scatter Correction) [131].  
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Neste trabalho, os dados brutos obtidos a partir dos cromatogramas 
fingerprint de C. grewioides realizados em quadruplicata passaram por um pré- 
tratamento (alinhamento dos picos pela técnica do algoritmo “Correlation 
Optimised Warping”- COW) [123] e pré-processamento (centrado na média), 
em que os dados adquiridos foram centrados na média, isto é, foi calculada a 
média dos valores experimentais para cada variável e subtraído cada valor 
experimental do respectivo valor médio, o qual está representado graficamente 
na Figura 40 [131]. 
 
Figura 40 - Gráfico de pré-processamento dos dados centrado na média 
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Após estas etapas, os dados foram organizados em uma matriz 
contendo 96 linhas (amostras) e 543 variáveis (tempos de retenção, 58 min) e 
então submetidos à Análise de Componentes Principais.  
Neste trabalho, a PCA foi utilizada para estudar as dissimilaridades 
químicas entre os acessos de Croton grewioides, por meio dos seus 
fingerprints cromatográficos, além de verificar o efeito da sazonalidade e do 
método de extração na composição química desta espécie. 
Na análise de componentes principais foi observado que as duas 
primeiras componentes (Tabela 7) descrevem 38,7% da variância total dos 
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dados (PC1= 24,0% e PC2=14,7%), sendo utilizadas para classificar e 
discriminar as amostras.  
 
Tabela 7 - Variância percentual das componentes principais calculadas para os 
dados da matriz original centrados na média 
Componente Principal Variância Explicada (%) Variância Acumulada(%) 
PC1 24,0 24,0 
PC2 14,7 38,7 
PC3 11,1 49,8 
PC4 8,0 57,8 
PC5 6,9 64,7 
PC6 5,8 70,5 
PC7 4,6 75,1 
PC8 3,8 78,9 
PC9 3,5 82,4 
PC10 2,7 85,1 
 
 
A Figura 41 mostra graficamente os dados apresentados na Tabela 7 
referentes à variância explicada por cada PC. 
 
Figura 41 - Variância explicada (%) para cada componente principal 
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Através da PCA foi possível reduzir a dimensionalidade da matriz 
original dos dados de 543 para 2 (2PCs), os quais foram projetados em apenas 
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duas novas coordenadas, PC1 e PC2, o que facilita a interpretação dos dados 
de maneira significativa. Essas informações podem ser visualizadas no gráfico 
de escores PC1 versus PC2 apresentado na Figura 42 [11].  
 
Figura 42 - Gráfico de escores (PC1 versus PC2) das amostras de C. 
grewioides 
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
-0,6
-0,4
-0,2
0,0
0,2
0,4
0,6
 101DV
 101MV
 101HV
 107DV
 107MV
 107HV
 113DV
 113MV
 113HV
 126DV
 126MV
 126HV
 101DI
 101MI
 101HI
 107DI
 107MI
 107HI
 113DI
 113MI
 113HI
 126DI
 126MI
 126HI
 126HI
P
C
2
(1
4
.7
%
)
PC1(24.0%)
Acessos: 101- Azul, 107- Vermelho, 113- Verde e 126- Marron; Extratos:       - Decocção, Ο- 
Metanólico e Δ- Hidroalcoólico; Coleta: Símbolo aberto- Verão e Símbolo fechado- Inverno.  
 
 
Com base nas duas primeiras componentes principais (PCs), foi 
observada a formação de dois grandes grupos distintos, G1 e G2. O grupo G1 
caracteriza-se por valores negativos em PC1 sendo formado por todos os 
extratos hidroalcoólicos e aquosos (decocção) de todos os acessos das duas 
coletas, enquanto o grupo G2 caracteriza-se por valores positivos em PC1 
sendo formado por todos os extratos metanólicos de todos os acessos das 
duas coletas. Estes dados sugerem que os perfis químicos dos extratos 
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metanólicos são significativamente diferentes daqueles obtidos pelos métodos 
de extração hidroalcoólica e decocção, sendo os dois últimos semelhantes 
entre si. 
Dentro desses dois grupos, foi observada a formação de cinco outros 
grupos (G3 a G7). As amostras 101HV, 101HI, 101DV e 101DI formaram o 
grupo G3, apresentando PC1 negativo e PC2 positivo. As amostras 107HV, 
107HI, 107DV, 107DI, 113HV, 113HI, 113DV, 113DI, 126HV, 126HI, 126DV e 
126DI formam o grupo G4, que é caracterizado por valores negativos de PC1 e 
PC2, exceto para a amostra 107HV que tende a valores próximos de zero na 
PC2. O grupo G5 é formado apenas pelas amostras de 101MI, enquanto o 
grupo G6 pelas amostras 101MV e 113MI com valores positivos de PC1 e PC2. 
As amostras 107MV, 107MI, 113MV, 126MV e 126MI formam o grupo 
G7 com valores positivos em PC1 e negativos em PC2. É interessante 
observar a separação significativa de todas as amostras do acesso 101 em 
relação às amostras dos demais acessos, exceto pela amostra 101MV que se 
assemelha a 113MI, formando o grupo G6. Essa tendência pode estar 
relacionada à origem geográfica do acesso 101, já que é o único proveniente 
do município de Poço Verde, sugerindo que ele poderia ser uma variedade 
genética dessa espécie ou que apresenta uma melhor adaptabilidade 
ambiental.  
Considerando os extratos metanólicos dos acessos 101 e 113 foi 
possível observar a influência da sazonalidade no perfil químico, uma vez que 
suas respectivas amostras de verão e inverno não pertencem ao mesmo 
agrupamento. De forma oposta ocorre com os acessos 107 e 126 que, ao se 
agruparem em G7, demonstraram não sofrer influência da sazonalidade em 
relação a este método de extração.  
Observando os extratos hidroalcoólico e decocção, os acessos 
apresentaram suas respectivas amostras de inverno (HI e DI) e verão (HV e 
DV) agrupadas. As amostras 101HV, 101HI, 101DV e 101DI formam o grupo 
G3 enquanto as amostras 107HV, 107HI, 107DV, 107DI, 113HV, 113HI, 
113DV, 113DI, 126HV, 126HI, 126DV e 126DI agrupam-se em G4. Estes 
resultados sugeriram que o perfil químico destes acessos, em relação a estas 
duas formas de extração, não sofreu influência da sazonalidade. Além disso, 
estes dados reforçaram a menção feita acima de que o acesso 101 
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apresentou-se diferente em relação aos demais, pois suas amostras formaram 
um único grupo.  
Analisando a distribuição das amostras dos acessos 107 e 126 no 
gráfico de escores (Figura 42), pode-se supor que eles devam ser 
geneticamente muito próximos entre si, pois todas as suas preparações de 
inverno e verão tenderam a se agrupar, as hidroalcoólicas e decocções em G4 
e metanólicas em G7. No entanto, uma confirmação dessa suposição poderá 
ser confirmada após os resultados obtidos a partir dos óleos essenciais e de 
pesquisas genéticas desses acessos, os quais estão em andamento.  
A fim de identificar quais variáveis contribuem para a diferenciação 
observada entre as amostras no gráfico de escores, que mostram a 
importância (peso) que cada uma delas tem na construção de cada 
componente principal, foi analisado o gráfico de loadings (Figura 43). Este 
gráfico apresentou algumas bandas que se destacaram com valores positivos e 
negativos tanto em PC1 como em PC2 [132-134].  
 
                                  Figura 43 - Loadings PC1 versus PC2 
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Assim, as bandas cromatográficas com tempo de retenção de 44,8; 45,6; 
52,6; 55,7; 56,0 e 56,3 minutos, que se caracterizam por valores positivos em 
PC1, são características das amostras metanólicas, enquanto aquelas com 
tempo de retenção 8,8; 9,6; 11,0; 14,8; 15,9; 17,2; 18,7 e 20,3 minutos, que se 
caracterizam por valores negativos em PC1, caracterizam as amostras 
hidroalcoólicas e decocções. Esses resultados corroboram os observados no 
gráfico de escores (Figura 42), no qual foi possível a identificação de dois 
grandes grupos (G1 e G2) sendo que cada um deles foi caracterizado por um 
grupo específico de metabólitos secundários.  
As projeções das amostras 101HV, 101HI, 101DV e 101DI nos valores 
de PC1 negativo e PC2 positivo (grupo G3) estão relacionadas às bandas com 
tempo de retenção 8,8; 9,6; 11,0 e 20,3 minutos, que demonstram ser as mais 
importantes para a diferenciação deste acesso dos demais, que apresentaram 
como bandas características aquelas com tempos de retenção 14,8; 15,9; 17,2 
e 18,7 minutos (PC1 e PC2 negativos, grupo G4).  
Apesar de estarem posicionados em diferentes grupos, as amostras 
101MV e 101MI (G6 e G5, respectivamente), por apresentarem valores 
positivos em PC1 e PC2, são caracterizadas pelas mesmas bandas com 
tempos de retenção de 55,7; 56,0 e 56,3 minutos. Estes resultados reforçam a 
sugestão de que este é um acesso particular, pois se separa das amostras 
107MV, 107MI, 113MV, 126MV e 126MI (G7) que se caracterizam por bandas 
em 44,8; 45,6 e 52,6 minutos.  
Desta forma, a Análise de Componentes Principais possibilitou uma 
melhor avaliação das semelhancas e diferenças entre os cromatogramas dos 
quatro acessos de C. grewioides, permintindo relacioná-los às suas 
procedências (Poço Redondo ou Poço verde), estação do ano (inverno e 
verão) e método de extração (hidroalcoólico, decocção e metanólico). 
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 5.4 Isolamento e Identificação dos Constituintes Químicos de C. 
grewioides 
 
 
5.4.1   Isolamento por CLAE-Semipreparativa 
 
As análises por cromatografia líquida com o Sistema Semipreparativo 
(seção 4.2), seguindo o procedimento descrito na seção 4.8, permitiram o 
isolamento de sete compostos, denominados de 1 a 7, presentes no extrato 
aquoso (decocção) do acesso 107 da coleta de verão, o qual foi selecionado 
baseando-se no conhecimento prévio do seu uso na medicina popular [119]. A 
Tabela 8 mostra a massa obtida de cada composto isolado. 
  
Tabela 8 - Massas obtidas dos compostos isolados do extrato aquoso acesso 
107 (Verão) de C. grewioides 
Composto Massa (mg) Composto Massa (mg) 
1 5,6 5 7,6 
2 9,9 6 8,8 
3 6,3 7 1,0 
4 6,1   
 
A quantidade de massa obtida foi suficiente para gerar espectros de 
RMN 1H e 13C uni e bidimensionais. Para verificar a qualidade do isolamento, 
cada composto foi injetado no Sistema Analítico (seção 4.2) utilizando o 
mesmo gradiente usado no sistema semipreparativo. A Figura 44 mostra os 
cromatogramas do extrato aquoso juntamente com os dos compostos isolados 
em 320 nm, além de seus respectivos espectros de absorção no UV.  
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Figura 44 - Cromatogramas em 320 nm do extrato aquoso acesso 107 (Verão) 
e de seus respectivos compostos isolados juntamente com seus espectros de 
absorção no UV 
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A Figura 44 mostra que os espectros de absorção no UV desses 
metabólitos apresentam um perfil típico para derivados de flavonoides [135-
137].  
Embora pôde-se observar pelos cromatogramas que cinco dos 
compostos isolados não estavam puros, ainda assim foram submetidos à 
análise por RMN para a identificação de suas estruturas moleculares.  
 
 
5.4.2 Identificação Estrutural dos Compostos Isolados 
 
A determinação estrutural dos compostos isolados foi baseada na 
análise dos dados espectrais de RMN 1H e 13C (uni e bidimensionais, COSY, 
HSQC e HMBC) e por comparação com os dados da literatura.  
 
 
Composto 1  
 
Os espectros de RMN 1H e 13C para este composto, obtido em metanol 
deuterado (MeOH-d4), apresentaram sinais compatíveis com os da quercetina-
3-O-[α-ramnopiranosil-(1-2)-α-ramnopiranosil-(1- 6)-β-glicopiranosídeo].  
Pela análise do espectro de RMN de 1H (Figura 45) foi observada a 
presença de três sinais de hidrogênios aromáticos (Figura 45-B) em δH 7,68 
(1H, d, J = 2,2 Hz, H-2’), 7,56 (1H, dd, J = 8,5 e 2,2 Hz, H-6’) e 6,87 (1H, d, J = 
8,5 Hz, H-5’), típicos de hidrogênios do anel B de um flavonoide substituído nos 
carbonos C-3´ e C-4´. Além disso, foram observados dois dubletos, integrando 
para um hidrogênio cada, um em δH 6,37 e o outro em 6,17 típicos dos 
hidrogênios H-8 e H-6, respectivamente, do anel A do flavonoide que acoplam 
em um valor típico de uma relação meta entre si apresentando J = 2,1 Hz. 
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Figura 45 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 1 (A, total) 
e suas expansões: (B) entre δH 7,8 e 5,8; (C) entre δH 5,8 e 4,4; (D) entre δH 4,1 
e 3,2; (E) entre δH 2,7 e 0,7  
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A presença de três dubletos, integrando para um hidrogênio cada, em δH 
5,65 (J = 7,8 Hz, H-1’’), 5,20 (J = 1,3 Hz, H-1’’’) e 4,54 (J = 1,5 Hz, H-1’’’’), 
indicaram a presença de hidrogênios anoméricos, caracterizando a existência 
de três unidades de açúcar neste composto. Duas delas correspondem à 
ramnose, pois a presença de dois dubletos, integrando para três hidrogênios 
cada, em δH 1,17 (J = 6,2 Hz, H-6’’’) e 0,95 (J = 6,2 Hz, H-6’’’’) confirmaram a 
presença das metilas em C-5’’’ e C-5’’’’, respectivamente. A outra unidade de 
açúcar foi da glicose, a qual foi confirmada pela presença de dois duplos 
dubletos em δH 3,47 (1H, 2J = 10,2 e 3J = 6,7 Hz, H-6’’) e 3,73 (1H, 2J = 10,2 e 
3J = 5,8 Hz, H-6’’), característicos dos hidrogênios metilênicos (CH2) em C-6”. 
Estes hidrogênios são diastereotópicos por serem vizinhos a um centro 
estereogênico (C-5”), por isso apresentaram acoplamento geminal (2J) e vicinal 
(3J) com o hidrogênio em C-5’’, apresentando-se como um duplo dubleto cada. 
A confirmação dos acoplamentos (nJH-H) e a atribuição de todos os 
deslocamentos químicos dos carbonos e seus respectivos hidrogênios (1JC-H) 
foram feitas pelos mapas de correlações COSY e HSQC (Figura 46 e 47), 
respectivamente. Além disso pôde-se confirmar que os sinais dos hidrogênios 
ligados ao C-6’’ se correlacionaram com o mesmo sinal do carbono em δC 67,0 
(Figura 47-B), confirmando que uma das unidades de açúcar foi da glicose.  
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Figura 46 - Mapa de contorno COSY (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 1 
 
 
Figura 47 - Mapa de correlação HSQC do Composto 1 (A, total) e sua 
expansão: (B) entre δH 4,4 e 3,0 e δC 80 e 55 
 
 
 
As posições das unidades de açúcar foram determinadas pelas 
correlações observadas no HMBC (Figura 48).  
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Figura 48 - Mapa de correlação HMBC do Composto 1(A, total) e sua 
expansão: (B) entre δH 5,9 e 4,3 e δC 140 e 60 
 
 
 
O hidrogênio anomérico atribuído à glicose em δH 5,65 (H-1’’) se 
correlacionou à três ligações com o carbono em δC 134,6, o qual refere-se ao 
carbono C-3 do anel C do flavonoide. O hidrogênio anomérico de uma das 
unidades de ramnose em δH 5,20 (H-1’’’) se correlacionou a três ligações com o 
carbono C-2’’ da glicose em δC 77,5; o terceiro hidrogênio anomérico em δH 
4,54 (H-1’’’’) se correlacionou a três ligações com o carbono em δC 67,0 
referente ao carbono C-6’’ da glicose (Figura 48-B). 
Estas correlações confirmaram a posição relativa das unidades de 
açúcar, em que a glicose está diretamente ligada à posição oxigenada do 
carbono C-3 do anel C do flavonol, uma das ramnoses ligada à glicose pelo 
carbono C-6’’ e a outra como um substituinte na posição C-2’’ da glicose 
(Figura 49).  
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Figura 49 - Estrutura da Quercetina-3-O-[α-ramnopiranosil-(1-2)-α- 
ramnopiranosil-(1-6)-β-glicopiranosídeo] 
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O espectro de RMN 13C (Figura 50) corrobora a determinação estrutural 
feita, pois apresenta sinais característicos do anel flavonoídico. O carbono C-4 
referente à carbonila apresentou deslocamento químico em δC 179,4, típico de 
um derivado de um flavonol, o qual pôde também ser confirmado pelo sinal em 
δC 134,6 referente ao carbono C-3 oxigenado. Os demais carbonos oxigenados 
referentes aos anéis A e B apareceram em δC 163,2; 165,6; 145,9 e 149,6 os 
quais foram atribuídos aos carbonos C-5, C-7, C-3’ e C-4’, respectivamente, 
caracterizando o padrão da quercetina da parte aglicona. Os sinais de 
carbonos típicos das unidades de açúcar atribuídos puderam ser observados. 
Assim, os carbonos em δC 101,0 (C-1’’); 102,6 (C-1’’’) e 101,9 (C-1’’’’) foram 
atribuídos aos carbonos anoméricos da glicose e das duas unidades de 
ramnose, respectivamente. As unidades de ramnose puderam ser também 
confirmadas pelos sinais em δC 17,9 e 17,4 referentes às metilas dos carbonos 
C-6’’’ e C-6’’’’, enquanto a unidade de glicose foi confirmada pelo sinal em δC 
67,0 típica do carbono oxigenado em C-6’’.  
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Figura 50 - Espectro de RMN 13C (150 MHz, MeOH-d4) do Composto 1 (A, 
total) e suas expansões: (B) entre δC 190 e 130; (C) entre δC 130 e 90; (D) 
entre δC 79 e 67; (E) entre δC 30 e 10   
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A Tabela 9 mostra os valores dos deslocamentos químicos referentes a 
cada hidrogênio e seu respectivo carbono, que puderam ser atribuídos pela 
análise dos espectros de RMN uni e bidimensionais (RMN 1H, 13C, HSQC e 
HMBC) juntamente com dados da literatura que auxiliaram na determinação 
estrutural deste composto [138-140]. 
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Tabela 9 - Deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos do composto 
1, comparados com dados da literatura 
Composto 1 Pereira [138]  
Carbono δC (ppm) δH (m; J) HMBC  δC (ppm) δH (m; J) 
2 158,5 - H-2’e 6’ 157,1  - 
3 134,6 - - 133,0  - 
4 179,4 - - 177,7  - 
5 163,2 - H-6 161,5  - 
6 99,7 6,17 (d; 2,1) H-8 99,1  6,18 (d; 1,7)  
7 165,6 - H-6 e 8 164,3  - 
8 94,6 6,37 (d; 2,1) H-6 94,0  6,38 (d; 1,7)  
9 158,4 - H-8 157,7  - 
10 105,9 - H-6, 8 104,3  - 
1´ 123,0 - H-2’, 5’ 121,0  - 
2´ 117,4 7,68 (d; 2,2) H-6’ 116,4  7,47 (d; 2,0) 
3´ 145,9 - H-2’, 5’ 145,2  - 
4´ 149,6 - H-5’, 2’, 6’ 148,7  - 
5´ 116,1 6,87 (d; 8,5) H-6’ 115,5  6,85 (d; 8,4)  
6´ 123,3 7,56 (dd; 8,5 e 
2,2) 
H-2’, 5’ 122,5  7,51 (dd; 2,0 
e 8,4)  
1” 101,0 5,65 (d; 7,8) H-2’’, 3’’, 5’’ 98,9  5,50 (d; 7,6)  
2” 77,5 3,94 (dd; 9,6 e 
7,8) 
H-3’’, 1’’’ 77,8  3,45  
3” 75,7 3,71 (dd; 9,6 e 
3,5) 
H-2’’ 76,1  3,25  
4” 75,3 
 
3,65 (tl; 6,4) H-5’’, 6’’ 77,0  3,39  
5” 70,8 3,74 (m) H-4’’, 6’’ 70,1  3,01  
6” 67,0 3,47 (dd; 10,2 e 
6,7) 
3,73 (dd; 10,2 e 
5,8) 
H-1’’’’, 4’’  67,4  3,26/ 3,66  
1”’ 102,6 5,20 (d; 1,3) H-2’’, 2’’’ 101,1  4,33 sl  
2”’ 72,1 
 
3,57 (dd; 3,5, 1,6) H-4’’’ 70,7  3,35  
 
3”’ 72,3 
 
3,79 (dd; 9,6 e 
3,5) 
H-1’’’ 72,1 3,04 
4”’ 74,1 
 
3,27 (t; 9,5) 
 
H-5’’’ 70,9 3,24 
5”’ 69,8 4,04 (dd; 9,7 e 
6,2) 
H- 4’’’, 1’’’  68,6 3,21 
6”’ 17,9 1,17 (d; 6,2) H-5’’’, 4’’’ 17,8 0,93 (d; 6,9) 
1”’’ 101,9 4,54 (d; 1,5) H-6’’, 5’’’’,  101,0  5,03 sl  
2”’’ 72,4 3,99 (dd; 3,3 e 
1,6)  
- 70,9  3,73  
3”’’ 72,3 3,49 (dd; 9,5 e 
3,5) 
H-1’’’ 70,9  3,47  
4”’’ 73,9 3,32 (t; 9,5) 
 
H-3’’’’, 5’’’’, 
2’’’’, 6’’’’ 
72,2  3,13  
5”’’ 69,7 3,53 (dd; 9,5 e 
6,3)  
H-4’’’’, 1’’’’ 68,5  3,74  
6”’’ 17,4 0,95 (d; 6,2) H-5’’’’, 4’’’’  17,9  0,78 (d; 6,1) 
δ: Deslocamento químico (ppm); m: multiplicidade; J (Hz): Constante de Acoplamento 
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Estes dados corroboram as atribuições anteriormente realizadas nesta 
seção e estão de acordo com os dados da literatura para a quercetina tri-
glicosilada, a quercetina-3-O-[α-ramnopiranosil-(1-2)-α-ramnopiranosil-(1-6)-β- 
glicopiranosídeo] [138].  
Este composto está sendo descrito pela primeira vez no gênero Croton, 
mas já foi relatado na literatura em espécies da família Fabaceae (Bauhinia 
forficata subsp. pruinosa), Anacardiaceae (Spondias venulosa), Caricaceae 
(Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil. e Vasconcellea pubescens A. DC.) e 
Grossulariaceae (Ribes rubrum) [138-143]. 
 
 
Composto 6  
 
Os espectros de RMN 1H e 13C para este composto, obtido em metanol 
deuterado (MeOH-d4), apresentaram sinais compatíveis com os da quercetina-
3-O- glicosídeo.  
Pela análise do espectro de RMN de 1H (Figura 51) foi observada a 
presença de cinco sinais de hidrogênios aromáticos (Figura 51-B). Destes 
cinco, três apresentaram multiplicidades e deslocamentos químicos em uma 
região típica dos hidrogênios do anel B de um flavonoide substituído nos 
carbonos C-3´ e C-4´. Assim, os sinais em δH 7,83 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,58 (1H, 
dd, J = 8,4 e 2,1 Hz) e 6,86 (1H, d, J = 8,4 Hz) foram atribuídos, 
respectivamente, aos hidrogênios H-2’, H-6’ e H-5’. Os outros dois hidrogênios 
aromáticos apareceram como um dubleto cada, com J = 1,9 Hz, e 
deslocamentos químicos em δH 6,39 e 6,20 típicos dos hidrogênios H-8 e H-6, 
respectivamente, do anel A do flavonoide.  
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Figura 51 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 6 (A, total) 
e suas expansões: (B) entre δH 7,8 e 5,8; (C) entre δH 5,8 e 4,4; e (D) entre δH 
4,1 e 3,2  
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A presença de um dubleto, integrando para um hidrogênio, em δH 5,15 e 
constante de acoplamento J = 7,8 Hz, caracterizou o hidrogênio anomérico (H-
1’’) de uma unidade glicosídica. Este açúcar foi também confirmado pelos dois 
duplos dubletos em δH 3,64 (1H, 2J= 11,5 e 3J = 6,1 Hz, H-6’’) e 3,54 (1H, 2J= 
11,5 e 3J = 6,3 Hz, H-6’’) característico dos hidrogênios metilênicos em H-6’’ 
que apresentaram acoplamento geminal e vicinal com o H-5’’. Além disso, os 
deslocamentos químicos dos carbonos e suas correlações vistas no HSQC 
também confirmaram a unidade glicosídica, em que os sinais dos hidrogênios 
atribuídos à C-6’’ se correlacionaram com o mesmo sinal do carbono em δC 
61,9. 
A confirmação dos acoplamentos (nJH-H) e a atribuição de todos os 
deslocamentos químicos dos carbonos e seus respectivos hidrogênios (1JC-H) 
foram feitas pelos mapas de correlações COSY e HSQC (Figura 52 e 53). 
 
Figura 52 - Mapa de contorno COSY (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 6
 
 
Figura 53 - Mapa de correlação HSQC do Composto 6 (A, total) e (B) entre δH 
4,1 e 3,0 e entre δC 80 e 60 
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A posição da unidade de açúcar foi determinada pelas correlações 
observadas no HMBC (Figura 54).  
 
Figura 54 - Mapa de correlação HMBC do Composto 6 (A, total) e sua 
expansão: (B) entre δH 5,7 e 4,8 e entre δC 150 e 60 
 
 
 
Assim, na Figura 54-B, foi possível ver a correlação do H-1’’, em δH 5,15 
(anomérico) a três ligações com o carbono em δC 135,7, deslocamento químico 
típico do carbono C-3 do anel C de um derivado de flavonol, confirmando que a 
unidade glicosídica está diretamente ligada à posição oxigenada deste carbono 
(Figura 55).  
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Figura 55 - Estrutura da Quercetina-3-O-glicosídeo  
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O espectro de RMN 13C (Figura 56) corrobora a determinação estrutural 
feita, pois apresentou os sinais característicos do anel flavonoídico e da 
unidade de glicose. O carbono C-4 referente à carbonila apresentou 
deslocamento químico em δC 179,5 típico de um derivado de um flavonol, o 
qual pôde também ser confirmado pelo sinal em δC 135,7 referente ao carbono 
C-3 oxigenado. Os demais carbonos oxigenados referentes aos anéis A e B 
apareceram em δC 163,0; 166,2; 145,8 e 149,9 os quais foram atribuídos aos 
carbonos C-5, C-7, C-3’ e C-4’, respectivamente, caracterizando o padrão da 
quercetina da parte aglicona. Além dos outros sinais típicos de carbonos da 
unidade de glicose, os quais foram comparados com dados da literatura [144, 
145], destacaram-se os sinais do carbono em δC 105,6 e 61,9 que foram 
atribuídos ao carbono anomérico (C-1’’) e ao carbono metilênico (C-6’’), 
respectivamente.  
 
Figura 56 - Espectro de RMN 13C (150 MHz, MeOH-d4) do Composto 6 (A, 
total) e suas expansões: (B) entre δC 183 e 140; (C) entre δC 140 e 90; (D) 
entre δC 80 e 60 
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A Tabela 10 mostra os valores dos deslocamentos químicos de todos os 
hidrogênios e carbonos, os quais puderam ser atribuídos pela análise dos 
espectros de RMN de 1H, 13C, HSQC, HMBC e por comparação com dados da 
literatura [145, 146]. 
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Tabela 10 - Deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos do composto 
6 comparados com dados da literatura 
Composto 6 Islam [145]   
Carbono δC 
(ppm) 
δH (m; J) HMBC  δC 
(ppm) 
δH (m; J) 
2 158,8 - H-2’, 6’ 158,4 - 
3 135,7 - - 135,6 - 
4 179,5 - - 179,4 - 
5 163,0 - H-6 162,9 - 
6 100,0 6,20 (d; 1,9) H-8 99,8 6,19 (d; 2,0) 
7 166,2 - H-6, 8 165,9 - 
8 94,8 6,39 (d; 1,9) H-6 94,7 6,38 (d; 2,0) 
9 158,4 - H-8 158,4 - 
10 105,4 - H-6, 8 105,6 - 
1´ 122,9 - H-2’, 5’ 123,0 - 
2´ 117,8 7,83 (d; 2,1) H-6’ 117,5 7,71 (d; 2,0) 
3´ 145,8 - H-2’, 5’ 145,8 - 
4´ 149,9 - H-5’, 2’, 6’ 149,8 - 
5´ 116,1 6,86 (d; 8,4)  H-6’ 116,0 6,87 (d; 8,4) 
6´ 122,8 7,58 (dd; 8,4 e 
2,1) 
H-2’, 5’ 123,2 7,58 (dd; 2,0 e 
8,4) 
1” 105,6 5,15 (d; 7,8) H-2’’, 3’’, 5’’ 104,3 5,23 (d; 7,6) 
 
2” 73,2 3,80 (m) H-1’’, 3’’, 4’’ 75,7 
 
3,48 (t; 9,2) 
 
3” 77,2 
 
3,45 (t; 5,9) H-1’’, 5’’, 6’’ 78,1 3,35 (t; 8,8) 
 
4” 70,0 3,83 (m) H-3’’, 5’’, 6’’ 71,2 3,43 (t; 9,6) 
5’’ 75,1 3,54 (m) H-1’’, 2’’, 3’’, 
4’’ 
78,3 3,24 (m) 
6” 61,9 3,64 (dd; 11,5 
e 6,1); 3,54 
(dd, 11,5 e 
6,3) 
H-5’’, 4’’ 62,5 3,73 (dd; 2,0 e 
11,6); 3,56 (dd; 
5,2 e 11,6) 
δ: Deslocamento químico (ppm); m: multiplicidade; J (Hz): Constante de Acoplamento 
 
 
Assim, os dados confirmaram a determinação estrutural realizada para o 
composto 6, o qual refere-se a quercetina glicosilada nomeada de quercetina-
3-O- glicosídeo. 
Este composto já foi isolado na espécie Croton pedicellatus em 2012 por 
Lopes e colaboradores [64], sendo, no entanto, a primeira vez descrito em C. 
grewioides. 
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Composto 7  
 
Os espectros de RMN 1H e 13C para este composto, obtido em metanol 
deuterado (MeOH-d4), apresentou sinais compatíveis com os da quercetina-3-
O-metil.  
Pela análise do espectro de RMN de 1H (Figura 57) foi observada a 
presença de três sinais de hidrogênios aromáticos (Figura 57-B), integrando 
para um hidrogênio cada, em δH 7,61 (d, J = 1,8 Hz, H-2’); 7,53 (dd, J = 8,4 e 
1,8 Hz, H-6’) e 6,89 (d, J = 8,4 Hz, H-5’), típicos de hidrogênios do anel B de 
um flavonoide substituído nos carbonos C-3´ e C-4´. Além disso, foram 
observados dois dubletos, integrando para um hidrogênio cada, um em δH 6,38 
(J = 1,5 Hz,) e o outro em 6,18 (J = 1,5 Hz) típicos dos hidrogênios H-8 e H-6, 
respectivamente, do anel A do flavonoide.  
 
Figura 57 - Espectro de RMN 1H (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 7 (A, total) 
e suas expansões: (B) entre δH 7,8 e 5,9; e (C) entre δH 4,1 e 3,0  
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A confirmação dos acoplamentos (nJH-H) e a atribuição de todos os 
deslocamentos químicos dos carbonos e seus respectivos hidrogênios (1JC-H) 
foram feitas pelos mapas de correlações COSY e HSQC (Figura 58 e 59) [147-
149].  
 
Figura 58 - Mapa de contorno COSY (600 MHz, MeOH-d4) do Composto 7 
 
 
Figura 59 - Mapa de correlação HSQC do Composto 7  
 
 
O singleto em δH 3,77 foi atribuído a metoxila ligada ao carbono C-3 
[147-149], cuja posição pôde ser confirmada pela correlação observada no 
HMBC (Figura 60-B).  
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Figura 60 - Mapa de correlação HMBC do Composto 7 (A, total) e sua 
expansão: (B) entre δH 4,5 e 3,4 e δC 190 e 40 
 
 
 
Assim, na Figura 60-B foi observada a correlação a três ligações do sinal 
em δH 3,77 com o sinal em δC 139,5 característico do carbono C-3 do anel C do 
derivado de um flavonol metoxilado (Figura 61) [147-149]. 
 
Figura 61 - Estrutura da quercetina-3-O-metil  
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O espectro de RMN 13C (Figura 62) corrobora a determinação estrutural 
feita, pois apresenta sinais característicos do anel flavonoídico. O carbono C-4, 
referente à carbonila, apresentou deslocamento químico em δC 179,9 típico do 
-OCH3 
δC 139,5  
(A) 
(B) 
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derivado de um flavonol, o qual pôde também ser confirmado pelo sinal em δC 
139,5 referente ao carbono C-3 oxigenado. Os demais carbonos oxigenados 
referentes aos anéis A e B apareceram em δC 163,1; 166,4; 146,5 e 150,0 que 
foram atribuídos aos carbonos C-5, C-7, C-3’ e C-4’, respectivamente, 
caracterizando o padrão da quercetina da parte aglicona. O sinal de carbono 
típico da metoxila, ligada ao carbono C-3, pôde ser observado em δC 60,5.  
 
Figura 62 - Espectro de RMN 13C (150 MHz, MeOH-d4) do Composto 7 (A, 
total) e suas expansões: (B) entre δC 182 e 140; (C) entre δC 140 e 60 
 
 
 
 
 
 
A Tabela 11 mostra os valores dos deslocamentos químicos dos 
hidrogênios e carbonos, os quais puderam ser atribuídos pela análise dos 
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espectros de RMN 1H, 13C, HSQC, HMBC e por comparação com dados da 
literatura [147, 149].  
 
Tabela 11 - Deslocamentos químicos dos hidrogênios e carbonos do composto 
7 comparados com dados da literatura 
Composto 7  Wang [147]  
Carbono δC 
(ppm) 
δH (m; J) HMBC  δC 
(ppm) 
δH (m; J) 
2 157,9 - H-2’, 6’ 155,8  - 
3 139,5 - - 137,8 - 
4 179,9 - - 178,0 - 
5 163,1 - H-6 161,4 - 
6 99,9 6,18 (d; 1,5) H-8 93,7 6,20 (d; 2,0) 
7 166,4 - H-6, 8 164,3 - 
8 94,8 6,38 (d; 1,5) H-6 98,7 6,41 (d; 2,1), 
9 158,5 - H-8 156,5 - 
10 105,8 - H-6, 8 104,3 - 
1´ 122,9 - H-2’, 5’ 121,0 - 
2´ 116,4 7,61 (d; 1,8) H-6’ 115,6 7,56 (d; 2,2) 
3´ 146,5 - H-2’, 5’ 145,4 - 
4´ 150,0 - H-5’, 2’, 6’ 148,9 - 
5´ 116,4 6,89 (d; 8,4) H-6’ 115,9 6,92 (d; 8,5) 
6´ 122,3 7,53 (dd; 8,4, 
1,8) 
H-2’, 5’ 120,7 7,40 (dd; 2,3 
e 8,4) 
-OCH3  60,5 3,77 (s) - 59,8 3,78 s 
δ: Deslocamento químico (ppm); m: multiplicidade; J (Hz): Constante de Acoplamento  
 
 
Finalmente, os dados confirmaram a determinação estrutural realizada 
para o composto 7, o qual refere-se à quercetina metoxilada (quercetina-3-O-
metil). 
Este composto já foi isolado em várias espécies do gênero Croton, tais 
como em Croton echioides, Croton schiedeanus e Croton zehntineri [150-152], 
sendo este, no entanto, o primeiro relato em C. grewioides. 
Vale ressaltar que a literatura mencionou que este composto exibe 
atividade anticolinesterásica significativa, podendo ter potencial terapêutico 
para o tratamento na doença de Alzheimer [149], atividade antioxidante, [152], 
além de ser relatado como um forte anticancerígeno [153, 154].  
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5.5 Estudo da Citotoxicidade em Linhagens de Células Tumorais in 
vitro 
 
As análises de citotoxidade in vitro fazem parte de um screening inicial 
para verificar o potencial antitumoral dos extratos de C. grewioides frente a 
duas linhagens de células tumorais. 
A Tabela 12 apresenta as porcentagens de inibição celular ± erro padrão 
da média de dois experimentos independentes realizados em triplicata pelo 
método do Alamar blue após 72 horas de exposição com as células HepG2 
(carcinoma hepatocelular humano) e HL-60 (leucemia humana).  
As amostras foram testadas na concentração de 50 µg/mL, sendo a 
doxorrubicina (25 µg/mL) usada como controle positivo. Amostras com inibição 
acima de 75% são consideradas ativas e são selecionadas para o cálculo do 
valor de IC50.  
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Tabela 12 - Porcentagem de inibição da proliferação celular em linhagens de 
células tumorais 
Amostra  
Porcentagem de inibição  
(%) 
 Porcentagem de inibição  
(%) 
HepG2 HL-60 Amostra HepG2 HL-60 
101 DI 6,28 ± 2,08 15,22 ± 7,75 101 DV 3,57 ± 5,96 16,47 ± 4,37 
107 DI 1,36 ± 0,42 18,73 ± 7,19 107 DV 7,16 ± 6,42 23,69 ± 5,77 
113 DI 1,73 ± 0,98 3,02 ± 1,40 113 DV 6,70 ± 2,40 4,04 ± 1,16 
126 DI 6,98 ± 1,11 4,98 ± 1,19 126 DV 1,42 ± 0,83 6,46 ± 1,79 
101 HI 17,13 ± 4,43 5,53 ± 1,19 101 HV 16,90 ± 5,94 15,81 ± 7,03 
107 HI 14,93 ± 5,26 22,22 ± 2,79 107 HV 23,39 ± 9,35 8,76 ± 1,34 
113 HI 4,76 ± 1,94 14,41 ± 5,38 113 HV 18,03 ± 6,44 16,23 ± 5,46 
126 HI 9,33 ± 7,91 14,99 ± 3,56 126 HV 8,70 ± 1,04 5,04 ± 1,05 
101 MI 2,70 ± 1,24 26,12 ± 5,78 101 MV 3,59 ± 1,53 22,69 ± 7,20 
107 MI 2,83 ± 1,86 15,44 ± 4,47 107 MV 11,29 ± 6,85 49,26 ± 3,16 
113 MI 6,42 ± 2,67 2,94 ± 1,59 113 MV 13,18 ± 9,21 29,64 ± 7,48 
126 MI 10,23 ± 1,89 28,70 ± 6,73 126 MV 1,78 ± 0,90 19,65 ± 5,82 
DOX 87,91 ± 5,56 91,28 ± 4,02    
D, decocção; M, metanólico; H, hidroalcoólico; V, verão; I, inverno. HepG2 (carcinoma 
hepatocelular humano) e HL-60 (leucemia promielocítica humana). Os valores de % são 
apresentados como a média ± desvio padrão de três repetições medidas pelo ensaio MTT após 
72 horas de incubação. Todos os extratos foram testados na concentração de 50 μg/mL. DOX, 
Doxorrubicina foi usada como controle positivo. 
 
A utilização do método Alamar blue permite a análise que faz parte de 
um screening inicial para determinação do potencial anticâncer destas 
amostras. Segundo o Instituto Nacional do Câncer dos EUA (NCI), o screening 
inicial para extratos brutos é realizado numa concentração de 50 μg/mL, com o 
objetivo de selecionar os extratos que apresentam efeito antiproliferativo, com 
inibição de pelo menos 75% da proliferação da célula tumoral [155].  
O Alamar blue, recentemente identificado como resazurina [156], é um 
indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como os sais de 
tetrazólio, o Alamar blue reduz-se quando em contato com células em 
proliferação. A forma oxidada é azul (não fluorescente/ célula não viável) e a 
forma reduzida é rósea (fluorescente/ célula viável). A redução do Alamar blue 
reflete a proliferação celular, o qual foi inicialmente utilizada para indicar 
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crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de proliferação de 
linfócitos [124] e atualmente apresenta várias aplicações. 
A escolha desse tipo de teste traz benefícios, tais como: a redução no 
uso de testes que envolvam o sacrifício de animais e a obtenção de 
informações que permitem determinar quais amostras podem ser 
desconsideradas [157]. 
Como é necessária uma inibição de no mínimo 75% para que uma 
amostra seja considerada ativa, nenhuma das amostras testadas foram 
selecionadas para o cálculo do valor de IC50. 
No entanto, vale ressaltar que a amostra 107 MV (extrato metanólico do 
acesso 107 da coleta de verão) apresentou o maior percentual de inibição da 
proliferação celular contra a linhagem HL-60 com valor de 49,26%, sendo 
considerada a mais promissora, sugerindo que as bandas cromatográficas com 
tempo de retenção de 44,8; 45,6 e 52,6 minutos devem ser importantes para 
esta atividade uma vez que são bandas que caracterizam as amostras do 
grupo G7, em que também estão presentes as amostras 113MV e 126MI, no 
gráfico de scores (Figura 14), que apresentaram o segundo e o terceiro maior 
valor de inibição, 29,64 e 28,70%, respectivamente.  
Além disso, pode-se supor que estas amostras devem apresentar 
diferentes quantidades relativas desses compostos em relação às amostras 
107MI e 126MV que pertencem ao mesmo grupo no gráfico de escores (Figura 
14), uma vez que estas duas últimas foram menos ativas do que as demais.  
Como é possível perceber pelos perfis cromatográficos, os extratos 
metanólicos são constituídos de metabólitos secundários de alta, média e baixa 
polaridade. Assim, foi realizada uma partição líquido-líquido de todos os 
extratos metanólicos preparados para verificar se a separação dos compostos, 
baseado em sua polaridade, influenciaria no resultado da atividade antitumoral, 
levando em consideração alguns dados da literatura que demonstram um 
aumento na atividade antitumoral de frações em relação aos seus extratos de 
origem.  
Ribeiro et al. [158] relataram um aumento significativo do efeito inibitório, 
contra algumas linhagens celulares (MDA-MB-435, SF-295, HCT-8), da 
partição éter de petróleo do extrato diclorometânico do caule da espécie 
Kielmeyera rugosa Choisy, quando comparado ao valor obtido pelo seu extrato 
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diclorometânico puro. O extrato diclorometânico puro apresentou porcentagens 
de inibição do crescimento celular de 23,0; 21,3 e 20,4%, enquanto a partição 
éter de petróleo apresentou porcentagens de inibição de 72,8; 92,3 e 80,3, 
respectivamente, para MDA-MB-435, SF-295 e HCT-8. Resultados similares 
foram obtidos para amostras provenientes da espécie Hancornia speciosa 
Gomes [158].  
 Estes resultados sugerem que nas partições pode-se encontrar uma 
maior concentração dos compostos ativos quando comparados aos seus 
extratos brutos. A Tabela 13 apresenta as porcentagens de inibição celular 
frente as duas células antitumorais das partições hexânicas e metanólicas 
obtidas após uma partição líquido-líquido.  
 
Tabela 13 - Porcentagem de inibição da proliferação celular em linhagens de 
células tumorais, HepG2 and HL-60, das partições obtidas dos extratos 
metanólicos 
 Porcentagem de inibição (%)  Porcentagem de inibição (%) 
Partições HepG2 HL-60 Partições HepG2 HL-60 
101 MI- H 36,56 ± 8,42 67,07 ± 1,22 101 MV- H 28,92 ± 1,92 68,71 ± 6,98 
101 MI- M 27,92 ± 7,45 55,78 ± 6,63 101 MV- M 18,00 ± 8,48 37,68 ± 5,14 
107 MI- H 48,43 ± 9,22 83,75 ± 1,20 107 MV- H 38,18 ± 7,82 92,93 ± 0,47 
107 MI- M 15,43 ± 1,22 36,03 ± 2,94 107 MV- M 19,87 ± 1,89 49,99 ± 3,76 
113 MI- H 42,54 ± 7,68 62,78 ± 1,18 113 MV- H 63,71 ± 7,12 84,43 ± 0,58 
113 MI- M 5,19 ± 2,04 37,25 ± 4,35 113 MV- M 38,21 ± 2,06 39,83 ± 0,40 
126 MI- H 15,76 ± 4,03 68,13 ± 1,90 126 MV- H 15,73 ± 8,14 84,66 ± 0,79 
126 MI- M 4,57 ± 3,98 35,18 ± 2,99 126 MV- M 15,50 ± 4,37 36,08 ± 1,18 
DOX 100,2 ± 1,80 98,27 ± 8,75    
MI-H: Partição hexânica do extrato metanólico inverno; MI-M: Partição metanólica do extrato 
metanólico inverno; MV-H: Partição hexânica do extrato metanólico verão; MV-M: Partição 
metanólica do extrato metanólico verão. HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e HL-60 
(leucemia promielocítica humana). Os valores de % são apresentados como a média ± desvio 
padrão de três repetições medidas pelo ensaio MTT após 72 horas de incubação. Todos as 
partições foram testadas na concentração de 50 μg/mL. DOX, Doxorrubicina foi usada como 
controle positivo. 
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Como pode ser observado na Tabela 13, com exceção dos resultados 
obtidos pelas partições metanólicas de 113MI (113 MI-M) e 126MI (126 MI-M) 
contra a linhagem de células tumorais HepG2, todas as outras partições 
apresentaram maior porcentagem inibitória em relação aos seus respectivos 
extratos originais contra as duas linhagens celulares testadas. Entre eles, é 
possível destacar os valores exibidos pelas partições hexânicas 107MV-H, 
107MI-H, 113MV-H e 126MV-H, que apresentaram 92,93; 83,75; 84,43 e 
84,66% de inibição, respectivamente, contra o HL-60. Esses dados corroboram 
os citados acima, em que foi sugerido que os compostos eluídos em 44,8; 45,6 
e 52,6 minutos são importantes para esta atividade. Por fim, por apresentarem 
um percentual de inibição da proliferação celular maior do que 75%, elas foram 
selecionadas para o cálculo do valor de IC50. 
 
 
5.6    Estudo da Atividade de Inibição Enzimática in vitro Frente a Enzima 
Acetilcolinesterase (AChE) 
 
Os ensaios anticolinesterásicos foram baseados na obtenção de 
inibidores da AChE que alteram a função colinérgica central inibindo as 
enzimas que degradam a acetilcolina. A Tabela 14 apresenta os percentuais de 
inibição da atividade da AChE pelos extratos aquosos (na forma de decocção), 
hidroalcoólicos e metanólicos de Croton grewioides Baill. dos quatro acessos 
na concentração de 200 μg/mL, tendo a galantamina como controle positivo.  
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Tabela 14 - Atividade inibidora da acetilcolinesterase dos extratos de C. 
grewioides  
Amostraa % inibição ± DPc 
ICER-AChEee 
Amostraa % inibição ± DPc 
ICER-AChEee 
101DI 9,0 ± 1,4 101DV 19,3 ± 5,5 
107DI 11,9 ± 0,5 107DV 18,5 ± 4,0 
113DI 34,5 ± 1,2 113DV 24,3 ± 2,8 
126DI 18,3 ± 5,0 126DV 21,9 ± 0,4 
101HI 29,3 ± 2,1 101HV 22,5 ± 0,6 
107HI 10,4 ± 2,0 107HV 14,0 ± 2,8 
113HI 19,1 ± 1,5 113HV 24,3 ± 4,3 
126HI 24,4 ± 0,3 126HV 16,8 ± 0,5 
101MI 32,0 ± 4,9 101MV 23,9 ± 3,7 
107MI 23,4 ± 2,7 107MV 13,1 ± 2,9 
113MI 17,6 ± 0,7 113MV 27,4 ± 3,8 
126MI 20,9 ± 0,7 126MV 15,5 ± 3,4 
Galantaminab 87,4 ± 2,2   
aDI- decocção inverno; DV- decocção verão; HI- hidroalcoólico inverno; HV- 
hidroalcoólico verão; MI- metanólico inverno e MV- metanólico verão. bInibidor padrão 
de AChE (100 μM); cMédia ± Desvio Padrão 
 
 
Nenhum dos extratos avaliados mostrou-se inibidor da enzima 
acetilcolinesterase, sendo o maior valor apresentado pela amostra de 113DI 
com 34,5% de inibição. 
Em um trabalho realizado por Vinutha et al. [159], foi proposto uma 
classificação dos extratos de plantas medicinais indianas analisados em 
inibidores potentes (>50% de inibição), inibidores moderados (30-50% de 
inibição) e inibidores fracos (< 30% de inibição). Baseando-se nesta 
classificação, pode-se considerar inibidores moderados as amostras 113DI 
(34,5%) e 101MI (32,0%). Os demais extratos avaliados podem ser 
considerados inibidores fracos. 
Apesar de nenhum extrato ter mostrado atividade significativa contra a 
AChE, testes subsequentes das partições dos extratos metanólicos (verão e 
inverno) também foram avaliados, a fim de investigar o potencial inibitório dos 
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constituintes presentes nesta espécie. Diferentemente dos resultados nos 
testes antitumorais, as partições dos extratos metanólicos não apresentaram 
aumento na atividade de inibição da AChE. A única partição que aumentou o 
valor da porcentagem de inibição foi a partição metanólica da amostra 113 MI 
(113 MI- M) com 39,7% de inibição. As outras partições tiveram seus valores 
abaixo de 10% de inibição. 
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6 CONCLUSÕES 
 
A particularidade de cada acesso, bem como a influência da 
sazonalidade e do método de extração no perfil químico de Croton grewioides 
Baill. puderam ser avaliadas, após análise dos dados cromatográficos 
utilizando ferramentas quimiométricas. Assim, apenas o perfil químico dos 
extratos metanólicos dos acessos 101 e 113 mostraram ser influenciados pela 
sazonalidade. Por outro lado, em relação ao método de extração, os perfis 
químicos dos extratos hidroalcoólicos e decocção de todos os acessos foram 
semelhantes, diferindo de seus respectivos extratos metanólicos. 
A cromatografia líquida semipreparativa foi útil no isolamento de três 
constituintes fixos do extrato aquoso (decocção) das folhas do acesso 107 da 
coleta de verão desta espécie. Com o auxílio dos dados espectrais de RMN 1H 
e 13C (uni e bidimensionais) e por comparação com os dados da literatura, foi 
possível a determinação estrutural destes compostos, sendo eles: a quercetina-
3-O-[α- ramnopiranosil-(1-2)-α-ramnopiranosil-(1-6)-β-glicopiranosídeo], 
quercetina-3-O-glicosídeo e quercetina-3-O-metil. Com isso, foi possível 
contribuir para o conhecimento químico desta espécie, visto que nenhuma 
delas havia sido anteriormente isolada de C. grewioides sendo que, até o 
momento, a quercetina tri-glicosilada não foi encontrada nem mesmo em 
espécies da família Euphorbiaceae. 
Os extratos e partições de extratos metanólicos foram avaliados contra 
duas diferentes linhagens de células tumorais (HepG2 e HL-60) e frente a 
enzima acetilcolinesterase. No entanto, nenhum dos extratos apresentou 
valores percentuais significativos de inibição em ambos os testes. Por outro 
lado, quatro partições hexânicas foram consideradas ativas frente a linhagem 
celular HL-60, mostrando valores acima de 80% de inibição.  
Por fim, este estudo permitiu conhecer a classe de metabólitos 
secundários comumente encontrada nesta espécie e avaliar como a época de 
coleta do material vegetal e o método de extração influenciaram suas 
atividades biológicas. Assim, o uso dessa metodologia auxiliou no 
direcionamento quanto ao isolamento de produtos naturais que podem vir a ser 
utilizados para fins medicinais. 
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7 TRABALHOS EM ANDAMENTO 
 
  Análise do potencial antioxidante dos extratos de C. grewioides; 
 Cálculo do valor de IC50 para as amostras consideradas ativas; 
 Teste anticolinesterásico dos compostos isolados; 
 Identificação dos demais constituintes isolados pelos espectros de 
Ressonância Magnética Nuclear 1D e 2D. 
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